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(57) Abstract: The invention concerns a confocal scan- 
ning device for enabling visual display of an object to be 
observed (1107) and comprising: an optical system de- 
signed to focus an illuminating beam (FX) coming from 
a light source in at least an illumination point (FXO) for 
illuminating a point of the object to be observed (1107) 
and to focus a light beam (FE) coming from the illumi- 
nated point of the object (1 107) in a light point (FEO) in 
a first image plane (PI); at least a mirror ( 1 104) mounted 
mobile in rotation and whereon are reflected the illumi- 
nating light beam (FX) enabling to scan the object to be 
observed (1107) along an observed plane and the light 
beam (FE) to bring the light point (FEO) in a fixed point 
on the first image plane; a first spatial filtering system 
(1203) arranged in the first image plane and designed to 
filler the light point (FEO) to obtain a beam to be de- 
tected (FT)). The optical system and the first spatial filter- 
ing system (1203) are designed to reflect the beam to be 
delected (FD) on said mirror (1 104) mobile in rotation, 
the optical system is also designed to focus said beam to 
be delected (FD), in a point to be detected (FDO) in a 
second image plane (P2) to obtain, in said second image 
plane, a displacement of said point to be detected propor- 
tional to the displacement of the illuminated poinl in the 
observed plane of the object. 

(57) Abreg* : Dispositif a balayage optique confocal destine a permettre une visualisation d'un objet a observer (1 107) et qui com 
prend: un systeme optique adapte, d'une part, pour focaliser un faisceau d'eclairage (FX) provenanl d'une source lumineuse en au 
moms un point d eclairage (FXO) etanl destine a eclairer un point de 1'objet a observer 
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(1107), et d'autre part, pour focaliser un faisceau lumineux (FE) provenant du point eclaire de 1'objet (1 107) en un point lumineux 
(FEO) dans un premier plan image (PI); au moins un miroir (1 104) monte mobile en rotation et sur lequel sont reflechis, d'une 
part, le faisceau d'eclairage (FX) pour permettre le balayage de 1'objet a observer (1107) suivant un plan observe, et d'autre part, 
le faisceau lumineux (FE) pour amener le point lumineux (FEO) en un point fixe sur le premier plan image; un premier systeme de 
filtrage spatial (1203) dispose dans le premier plan image et adapte pour filtrer le point lumineux (FEO) pour obtenir un faisceau a 
detecter (FD). Le systeme optique et le premier systeme de filtrage spatial (1203) sont adaptes pour renvoyer le faisceau a d£tecter 
(FD) sur ledit miroir (1 104) mobile en rotation, le systeme optique est egalement adapte pour focaliser ledit faisceau a detecter (FD), 
en un point a detecter (FDO) dans un second plan image (P2) pour obtenir, dans ledit second plan image, un deplacement dudit point 
a detecter proportionnel au deplacement du point eclaire dans le plan observe de 1'objet 
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Dispositif de baiayage optiqne confocal 



5 L'invention concerne un dispositif de baiayage optique confocal utilise par exemple dans un 

microscope confocal rapide, et notamment dans un microscope confocal en fluorescence ou en lumiere 
r6fl6chie, destine a fonctionner en temps reel. 

Le principe du microscope confocal a baiayage est d'eciairer un objet a observer avec un faisceau 
d'eclairage focalise sur un point de l'objet, et de ne detecter que la lumiere provenant en retour de ce point 
10 eclaire de l'objet Le microscope confocal comporte done un faisceau d'eclairage eventuellement filtr£ par un 
trou microscopique, et le faisceau lumineux provenant de l'objet eclaire traverse lui-meme un trou 
microscopique selectionnant la lumiere provenant du point 6clair£. Le faisceau lumineux provenant de 
l'objet, et qui a £te filtr£ spatialement par le trou microscopique, est ensuite detecte. 

Pour generer une image de l'objet, il est necessaire de deplacer le point eclaire de l'objet dans un 
15 plan. Ce baiayage peut etre realise de diverses manifcres : 

i) - en depia<?ant l'objet observe par rapport a l f objectif. C'est la methode la plus simple mais elle est 
excessivement lente. Elle est dfcrite par exemple dans le brevet americain numero 3,013,467. 

ii) - en realisant les trous microscopiques sur un disque traverse dans un sens par le faisceau d'eclairage et 
dans l'autre sens par le faisceau lumineux provenant de l'objet Lorsque le disque est en rotation rapide dans 

20 le plan image, les trous microscopiques se deplacent et l'objet est scanne. C'est la technique du disque de 
Nipkow, ddcrite par exemple dans les brevets americains 3,517,980 et 4,927,254. Le disque etant perce de 
nombreux trous, cette technique de baiayage est tr£s rapide. La detection peut se faire directement sur une 
camera, et il est egalement possible d'observer l'image directement a 1'oeil nu. Par centre, 95% de la 
puissance lumineuse disponible est perdue, ce qui limite l'efficacite de cette technique lorsque les 

25 echantillons sont faiblement fluorescents. 

iii) - en utilisant des miroirs galvanometriques pour deflechir le faisceau d'eclairage, suivant une technique 
decrite par exemple dans le brevet americain 3,518,014. L'objet est alors scanne point par point et un seul 
trou microscopique est utilise. Un tube photomuitipiicateur permet la detection des photons ayant traverse ce 
trou. Cette technique est la plus utilis^e en microscopie confocale en fluorescence car il y a peu de perte 

30 d'energie lumineuse. Par contre la vitesse d'imagerie est limitee par la saturation de la fluorescence et/ou la 
frequence d'oscillation des miroirs gaivanom^trique. L'image ne peut pas etre observee directement et doit 
necessairement etre reconstituee informatiquement a partir des donnees acquises par le tube 
photomuitipiicateur. La reconstitution d'un plan horizontal ou plan observe de l'objet necessite de connaitre 
exactement la position des miroirs galvanometriques correspondant au signal echantillonne k chaque instant 

35 sur le photorecepteur. Le bon fonctionnement du syst^me necessite un controle tres precis des miroirs 
galvanometriques et une synchronisation parfaite entre le mouvement des miroirs galvanometriques et 
l'echantillonnage du signal provenant du photorecepteur. 

La technique du disque de Nikow est aujourd'hui la seule qui permette l'obtention directe, par des 
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moyens optiques, d'une image confocale enregistrable sur une camera. Elle pose un certain nombre de 
difficultes. Un point important est qu'il n'est pas possible d' echanger le disque de Nipkow sans refaire 
1'equilibrage du systeme rotatif, et en pratique les disques de Nipkow sont toujours fixes, ce qui empeche 
generalement d'optimiser les caracteristiques de filtrage spatial (la largeur des trous microscopiques ou leur 
5 densite) en fonction de la longueur d'onde utilisee et/ou de la vitesse recherch6e. Cest pourquoi le brevet 
aroericain numero 6,002,509 propose une solution pour modifier les caracteristiques de filtrage spatial en 
superposant sur le meme disque plusieurs zones ayant des caracteristiques de filtrage spatial differente. Ce 
brevet utilise, pour filtrer spatialement le faisceau, un disque transparent portant un reseau de miroirs 
microscopiques, qui ont un role equivalent aux trous microscopiques d'un disque de Nipkow opaque. Une 
10 autre difficulte est liee au probleme de la lumiere reflechie ("stray light") qui interfere avec la lumiere utile, 
provenant de l'objet et filtree par le disque. Le brevet americain 3,517,980 pennet de resoudre ce probleme 
au prix de difficultes d'alignement et d'exigences de stabilite du disque qui sont difficiles a satisfaire. Le 
brevet americain 4,927,254 ne resout que partiellement le probleme mais evite toute difficulte d'alignement 
Pour ameliorer la vitesse d'imagerie, il a 6td concu un microscope a disque de Nipkow comprenant 
15 un disque collecteur constitue d'un reseau de microlentilles, et solidaire du disque portant les trous 
microscopiques. Chaque microlentille est placee en face d'un trou microscopique et focalise sur ce trou la 
lumiere provenant du faisceau d'eclairage. Cette technique est decrite par exemple dans le brevet americain 
5,162,941, ainsi que dans le brevet americain 5,579,157. Cette technique permet d'eviter la perte de 
puissance lumineuse resultant de I'utilisation d'un disque de Nipkow, tout en conservant la vitesse 
20 d'imagerie elevee inherente aux systemes a disque de Nipkow. 

La technique decrite dans le brevet americain 5,579,157 pose de difficiles problemes de realisation 
mecanique et d'alignement et elle est coOteuse a mettre en oeuvre. Le disque portant les trous 
microscopiques et le disque collecteur doivent etre alignes l'un par rapport a l'autre avec une grande 
precision. L'ensemble constitud par ces deux disques doit etre en rotation rapide autour d'un axe qui doit 
25 etre parfaitement fixe, parfaitement orthogonal au plan des disques, et parfaitement orthogonal a la 
direction de propagation de la lumtere incidente. En pratique, il est extremement difficile de maintenir fixe 
la position de l'axe, et ceci se traduit par des defauts de l'image, typiquement des petites lignes claires ou 
foncfes se superposant a l'image. Dans les systemes precites, une partie du faisceau d'eclairage se reflechit 
sur la plaque portant les trous microscopiques et se dirige ensuite vers le capteur CCD. Cette partie du 
30 faisceau d'eclairage etant tres intense par rapport au faisceau lumineux de retour correspondant a la 
fluorescence, elle est difficile A eliminer a l'aide de filtres dichroiques, ce qui entraine une attenuation 
importante du faisceau. 

De plus, les memes trous microscopiques sont traverses successivement par le faisceau d'eclairage 
dirigd vers l'objet, et par le faisceau lumineux provenant de l'objet. Si le diam&tre de ces trous est reduit, la 
35 perte d'intensite du faisceau qui en resulte est tres superieure k celle qui r^sulte de la seule diminution du 
diametre du trou microscopique dans un microscope confocal a balayage laser par miroirs 
galvanometriques. Pour que 1'iutensite reste raisonnablement ilevee, les trous microscopiques doivent avoir 
un diametre proche de largeur de la tache d'Aiiy. Ceci cav^se une forte diminution de la resolution par 
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rapport au microscope confocal a balayage laser par miroirs gaivanometriques, dans Iequel la resolution 
peut etre augmentee en dirainuant le diamdtre du trou microscopique. 

Dans les systemes precites, l'image d'un trou microscopique sur la camera CCD, lorsque cette 
image s'est deplacee d'une longueur egale a la moitie de la largeur de la tache d'Aiiy, recouvre assez 
largement la meme image avant deplacement De ce fait la resolution est limitee uniquement par la 
longueur d'onde d'emission fluorescente, et la limite de resolution est superieure a ce qu'elle est dans un 
microscope confocal a balayage par miroirs gaivanometriques, dans Iequel la faible longueur d'onde 
d'excitation est mise a profit 

Une autre solution pour ameliorer la vitesse d'imagerie est decrite par le brevet americain 
5,351,152. Le systeme decrit dans ce brevet comporte un reseau fixe de microlentilles qui separe le faisceau 
laser en sous-faisceaux qui sont chacun filtre par un trou microscopique situe dans un plan image. L'objectif 
focalise dans l'objet les faisceaux issus de chacun de ces trous microscopiques. Le faisceau lumineux reemis 
par l'objet est ensuite redirige vers un capteur CCD, chaque pixel du capteur CCD etant l'image d'un point 
de l'objet sur Iequel est focalise le faisceau issu d'un trou microscopique correspondant Le balayage est 
effectue par la methode (i) consistant a deplacer l'objet par rapport a l'objectif, bien que d'autres methodes 
ne soient pas expressement exclues. Le point de l'objet qui est eclaire par un des sous-faisceaux et dont 
I'image est obtenue sur un point correspondant du capteur CCD balaye une zone reduite de l'objet. L'image 
de l'objet doit etre reconstitute informatiquement a partir d'une serie d'images obtenues successivement sur 
le capteur CCD pendant l'operation de balayage de l'objet La vitesse de balayage de ce microscope est done 
limitee par la vitesse de lecture du capteur CCD, qui doit etre relu plusieurs fois pour 1'obtention d'une seule 
image. Une variant de cette solution est decrite par le brevet amdricain 5,978,095. 

D'une maniere generate, la deconvolution 3D de Timage, qui peut sensiblement ameliorer la 
resolution, est difficile a Taide des microscopes confocaux existants. Dans les appareils a balayage par 
miroirs gaivanometriques, elle est rendue difficile par les erreurs d'echantillonnage. 

A titre d'exemple, on a reprtsente sur la figure 1 un microscope confocal, suivant la technique anterieure, 
utilisant des miroirs gaivanometriques. Le faisceau d'eclairage FX issu d'un laser 1100 traverse un 
Slargisseur de faisceau compose des lentilles 1101 et 1102, est r&lechi par une separatrice 1103, par des 
miroirs mobiles en rotation 1104 et 1105, traverse un objectif de microscope 1106 et parvient, apres 
focahsation, en un point d'eclairage FXO qui Eclaire un point de l'objet a observer 1 107, ce point d'eclairage 
FXO etant un point isole et entoure par une zone non dclairte. Le faisceau lumineux FE, provenant du point 
eclaire de l'objet 1 107, traverse I 'objectif 1 106, est reflechi par les miroirs mobiles en rotation 1 104 et 1 105, 
traverse la separatrice 1103 et la lentille 1108, et est focalise en un point lumineux FEO sur un syst&me de 
filtrage spatial 1220. Apres passage du systeme de filtrage spatial, le faisceau lumineux FE1 devient un 
faisceau a detecter FD qui est detecte par un detecteur 1221. Le systeme de filtrage spatial est un trou 
microscopique, e'est-a-dire qu'il absorbe le faisceau lumineux partout sauf sur un trou de petites 
dimensions. Dans le cas d'un microscope k disque de Nipkow, le disque de Nipkow constitue un dispositif 
de filtrage spatial selectionnant la lumiere passant par un ensemble de trous microscopiques distincts. Dans 
le cas'du microscope decrit dans la demande dr j . brevet am&icain 5,239,178 la camera joue & la fois le role 
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du systeme de detection et d'un dispositif de filtrage spatial selecuonnant la lumiere traversant un ensemble 
detrousmicroscopiquesformantunreseauamaillecarree. 

La figure 2 montre un exemple simple de trace de rayons issus d'un point fixe 1410 d un plan 
1400 suivant le chemin d'un faisceau issu du plan 1400 et reflechi par un miroir mobile 1405. Apres 
5 reflexion par le miroir mobile 1405, le trace de rayons definit un plan image virtuel 1404 conjugue du plan 
14 00 L'image geometrique d'un point 1410 du plan 1400 est un point 1411 du plan 1404. Du fait de la 
rotation du miroir mobile 1410, 1'image geometrique 1411 d'un point fixe 1410 est mobue. 

Dans le cas de la figure 1, un trace de rayon provenant du point FXO de I'objet 1 107 et suivant le 
chemin du faisceau a detecter definit un premier plan image reel PI, dans lequel est place le systeme de 
10 filtrage spatial 1220, conjugue du plan observe de I'objet 1 107. 

La rotation du miroir mobile 1 104 entraine simultanement : 

- un deplacement de 1'image du plan 1210 dans le plan observe de I'objet 1107, 

- un deplacement de 1'image du plan observe de I'objet 1107, dans le premier plan image, ou se trouve le 

systeme de filtrage spatial 1220. 
15 ' L'image FEO dans le premier plan image PI, d'un point FXO rendu mobile par la rotatton du 
miroir 1104, qui est lui-meme l'image d'un point fixe 1224, est un point fixe. Ceci permet usuellement au 
microscope confocal de ne detecter que la lumiere provenant du point eclaire FXO qui balaye I'objet 

Les caracteristiques du balayage de I'objet dependent des miroirs mobiles utilises. Par exemple, si 
le miroir 1104 est mobile en rotation autour d;un axe orthogonal au plan de la figure et le miroir 1105 est 
20 fixe seule une ligne de I'objet observe pent etre balayee. Si le miroir 1104 est mobile en rotation autour de 
deux axes orthogonaux entre eux, ou si les miroirs 1104 et 1105 sont chacun mobile autour d'un axe, d est 
possible de balayer un plan de I'objet observe. 

D'autres configurations equivalentes peuvent etre utilises bien que ne presentant pas d'interet 
particulier et etant done inusitees. La figure 3 montre une telle configuration, dans Iaquelle Ie miroir mobile 
25 1104 de la figure 1 a ft* remplace par un miroir mobile 1230 a plusieurs facettes, dans Iaquelle une 
separatrice 1232 est placee sur le trajet du faisceau lumineux FE provenant de I'objet avant reflexion par le 
miroir mobile, et dans Iaquelle un miroir 123 1 est utilise pour renvoyer le faisceau vers le miroir mobile. Le 
faisceau d'eclairage FX et le faisceau lumineux FE sont reflechis par des facettes distinctes du miroir, mais 
le systeme optique est concu de maniere a ce que les propriety essentielles du dispositif soient conserves. 
30 D'une maniere generate, dans le present brevet, le terme "miroir" designera un miroir a une ou plusieurs 
facettes, les facettes etant solidaires entre elles mais pouvant etre separees par des zones non reflechissantes, 
et le miroir pouvant avoir des formes tres diverses. 

Dans le dispositif de la figure 1, le signal parvenant au capteur 1203 est enregistre et une image du 
plan observe est reconstituee par un ordinateur. Pour reconstituer l'image, il est necessaire d'avoir acces, 
35 pour chaque valeur echantilloiuue du signal issu du capteur 1203, a la position corresponds des miroirs 
mobiles. Ce dispositif est donn extremement sensible a toute erreur de positionnement des miroirs 
galvanometriques. De plus il ne permet pas l'observation directe de l'image a l'aide d'un oculaire. 

La presente invention ?. pour but de pallier les problemes techniques mentionnes ci-dessus, en 
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proposant un dispositif a balayage optique confocal permettant un enregistrement du signal selectionne par 
le systeme de filtrage spatial, qui permette une reconstitution de 1'objet observe qui ne soit pas 
excessivement sensible aux erreurs de positionnement des miroirs galvanometriques. En particulier, la 
presente invention a pour but de proposer un dispositif a balayage optique confocal ayant, comme les 
systemes d disque de Nipkow, la capacity de gen^rer une image enregistrable par exemple sur un capteur 
CCD matriciel, par une methode purement optique, mais dans lequel, contrairement au disque de Nipkow, 
les caracteristiques de filtrage spatial peuvent etre aisement modifiees afin de toujours conserver ime qualite 
optimale des images. 

A cet effet, l'invention a pour objet un dispositif a balayage optique confocal cqmprenant: 

- un systeme optique adapte, d'une part, pour focaliser un faisceau d'eclairage provenant de la 
source lumineuse en au moins un point d'eclairage isole et entoure par une zone non 6clairee, ledit au moins 
un point d'eclairage &ant destine a telairer un point de 1'objet a observer, et d'autre part, pour focaliser un 
faisceau lumineux provenant du point eclaire de 1'objet en un point lumineux dans un premier plan image, 

- au moins un miroir monte mobile en rotation et sur lequel sont reflechis, d'une part, le faisceau 
d'eclairage pour permettre audit au moins un point d'eclairage de balayer 1'objet a observer suivant un plan 
observe, et d'autre part, le faisceau lumineux provenant du point eclaird de 1'objet pour amener le point 
lumineux en un point fixe sur le premier plan image, 

- un premier systeme de filtrage spatial dispose dans le premier plan image et adapts pour filtrer le 
point lumineux pour obtenir un faisceau k detecter issu du point lumineux filtre, 

caracteris£ en ce que le systeme optique et le syst&me de filtrage spatial sont adaptes pour renvoyer le 
faisceau a detecter sur ledit miroir mobile en rotation, et en ce que le systeme optique est egalement adapte 
pour focaliser ledit faisceau a detecter, nSftechi sur le miroir mobile, en un point a detecter dans un second 
plan image pour obtenir, dans ledit second plan image, un deplacement dudit point a detecter proportionnel 
au deplacement du point Eclaire dans le plan observe de 1'objet. 

Grace a ces dispositions, la reflexion du faisceau a d&ecter par le miroir mobile permet a 1'image 
du premier systeme de filtrage spatial de se deplacer dans le second plan image. Le miroir mobile sur lequel 
s'efifectue la reflexion du faisceau k detecter etant le meme que celui sur lequel s'efiectue la reflexion du 
faisceau lumineux et la reflexion du faisceau d'eclairage, le deplacement du point a detecter dans le 
deuxieme plan image est proportionnel au deplacement du point eclaire dans le plan observe. Par exemple, 
dans le cas ou le systeme de filtrage spatial est un trou microscopique unique comme sur la figure 1, il est 
possible de placer un capteur CCD lineaire ou matriciel dans le deuxieme plan image, qui doit alors etre 
reel. A chaque position de Timage du trou microscopique sur le capteur correspond alors une position du 
point observe dans le plan observe. Sur Timage fonnee sur le capteur, chaque point correspond a un point 
parfaitement determine de Tobjet observe, dont la position n'est pas affectee par les eventuelles erreurs de 
positionnement du miroir mobile. Les donnees enregistrees sur le capteur permettent done de reconstituer 
fidelement Timage d'une iigne balayee dans 1'objet (si la rotation du miroir se fait autour d'un seul axe) ou 
d'un plan balaye dans 1'objet (si la rotation du miroir mobile se fait par exemple autour de deux axes 
orthogonaux entre eux), meme si le controle de position du miroir mobile est imparfait 
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Le second plan image peut etre reel ou virtuel. Toutefois, le but poursuivi est de focaliser le 
faisceau a detecter dans un plan image rid qui peut etre compris dans le dispositif de balayage ou exterieur 
a ce dispositif. Ce plan image reel peut par exemple etre sur la ritine de 1'oeil d'un observateur ou sur le 
capteur d'une camera. 

Selon une autre caracteristique de l'invention, le systeme optique comprend des moyens pour 
diviser le faisceau d'eclairage en une pluralite de sous-faisceaux d'eclairage et le systeme optique est adapte, 
d'une part, pour focaliser la pluralite de sous-faisceaux d'eclairage en une pluralite de points d'eclairage 
corresponds sur le plan observe de 1'objet, et d'autre part, pour focaliser la pluralite de sous-faisceaux 
lumineax provenant de la pluralite de points eclaires de 1'objet en une pluralite de points lumineux sur le 
premier systeme de filtrage spatial, et le premier systeme de filtrage spatial est adapte pour filtrer 
individueUement chaque point lumineux issu de chaque point eclaire de 1'objet afin d'obtenir une pluralite 
de sous-faisceaux a detecter correspondants. 

Ainsi le dispositif selon l'invention permet de rialiser une imagerie confocale multipoints ayant 
tous les avantages, en terme de rapidite, des solutions connues comme le microscope a disque de Nipkow. 

Toutefois, dans ce cas ou une technique multipoints est utilisee, les points images de chaque point 
eclaire du plan observe se deplacent simultanement dans le second plan image, et un point du second plan 
image peut Stre eclaire successivement par de la lumiere provenant de deux points diflerents de 1'objet 
observe et ayant traverse deux points distincts du premier systeme de filtrage spatial. L'intenste lumineuse 
enregistree en un point du second plan image correspond alors a la superposition de signaux provenant de 
20 deux points distincts de 1'objet, et ne permet done pas une reconstitution optimale de 1'objet observe. 

Suivant une autre caracteristique de l'invention, ce probleme est resolu en adaptant le systeme 
optique pour que l'image geometrique d'un point geometrique fixe de 1'objet, dans le second plan image, soit 
independante de la position audit au moins un miroir monte mottle autour de ses axes de rotation. En effet, 
dans ce cas, un point du second plan image n'est eclaire que par la lumiere provenant de son image 
25 geometrique fixe dans 1'objet, ce qui permet la formation d'une image de bonne qualite. De preference, le 
systeme peut etre adapte pour que cette image geometrique soit fixe pour des mouvements rotatifs arbitraires 
du miroir autour de trois axes non coplanaires, y compris si le miroir n'a qu'un axe de rotation. Ceci evite 
que les vibrations et instability du miroir se traduisent par des emplacements de l'image d'un point dans le 
plan eclaire de 1'objet, et done par des erreurs d'echantillonnage. 
30 Selon une caracteristique de l'invention, le dispositif de balayage comporte des moyens pour 

modifier les caracteristiques de filtrage spatial du premier systeme de filtrage spatial. Ceci est facilite par le 
fait que le premier systeme de filtrage spatial est statique pendant 1'acquisition d'images, contrairement a un 
disque de Nipkow. Par caracteristiques de filtrage spatial, on entend par exemple le diametre de chaque trou 
microscopique ou de chaque miroir microscopique constituant le dispositif de filtrage spatial, ou la 
35 repartition de ces elements sur le dispositif de filtrage spatial. Par exemple le premier systeme de filtrage 
spatial peut etre realise a 1'aide d'un modulateur spatial de lumiere, consistant en un dispositif matriciel a 
base de cristaux liquides ferroelectriques. Dans ce cas, la connection electrique de ce dispositif est fecilitee 
par le fait qu'il soit statique. Toutefois, il est generalement plus efficace d'utiliser des moyens mecaniques 



CIO' <WO 0223247A1J_> 



WO 02/23247 ^CT/FROI/02890 

pour modifier les caracteristiques de filtrage spatial. Selon une caracteristique de Invention, le premier 
systeme de filtrage spatial comporte au moins un element mobile ou amovible, pour modifier les 
caracteristiques de filtrage spatial du premier systeme de filtrage spatial. Par exemple, le premier systeme de 
filtrage spatial (130;606) peut etre monte de maniere amovible, pour etre remplace, manuellement ou au 
5 moyen d'un systeme motohse, par un autre premier systeme de filtrage spatial. Le premier systeme de 
filtrage spatial peut egalement comporter plusieurs zones distinctes dont les caracteristiques de filtrage 
different les unes des autres, et etre monte mobile, pour pouvoir placer 1'une ou I'autre de ces zones sur le 
chemin du feisceau lumineux. U peut egalement etre compose d'une premiere plaque absorbante et/ou 
reflechissante, pourvue d'une pluralite de trous microscopiques, et d'une deuxieme plaque comprenant des 
10 parties absorbantes et/ou rgflechissantes et des parties transparentes, ces deux plaques &ant placees Tune 
centre I'autre, et mobiles 1W par rapport k I'autre, pour que les parties absorbantes et/ou reflechissantes de 
la deuxieme plaque obturent une partie des trous microscopiques de la premiere plaque, et pour que le 
deplacement relatif des deux plaques permette de modifier les trous microscopiques laissfe libres. Quelle 
que soit la methode utilisfe, le dispositif selon I'invention permet de modifier les caracteristiques de filtrage 
15 spatial, ce qui permet d ! optimiser ces caracteristiques en fonction de la longueur d'onde utilisee et/ou de la 
Vitesse d'imagerie ou de la qualite d'imagerie souhaitee. Le deplacement de Mement mobile ou amovible du 
systeme de filtrage spatial requiert dans le cas general une bonne precision mecanique et/ou une procedure 
d'alignement adequate: si par exemple le premier systeme de filtrage spatial comporte des trous 
microscopiques d'environ 30 microns de large, il est souhaitable que la precision de positionnement soit 
20 inferieure a 5 microns. Par contre, le premier systeme de filtrage spatial etant statique pendant le 
fonctionnement du microscope, il ne se d&saligne pas et ne pose pas de problemes d'equilibrage, ce qui 
r&out le probleme pose par les systemes k disque de Nipkow: dans le present dispositif de balayage, il est 
possible de modifier les caracteristiques de filtrage spatial par un moyen mecanique simple. Dans le cas par 
exemple ou le dispositif de filtrage spatial est monte de maniere amovible et est ^changeable manuellement, 
25 il ny a aucune limite au nombre de dispositifs differents qui peuvent etre echanges, et il est done possible 
d'optimiser de la meilieure maniere les caracteristiques de filtrage. Dans le cas ou le dispositif de filtrage 
spatial comporte plusieurs zones et est mobile, le nombre de zones peut etre tres superieur a celui qui est 
utilisable sur un disque de Nipkow du type deicrit par le brevet amdricain 6,002,509: en efifet, ce nombre de 
zone est proportionnel a la surface totale du dispositif, alors que sur un disque de Nipkow il est 
30 proportionnel au rayon du disque, e'est-^-dire k la racine carree de la surface. 

Selon une autre caracteristique de I'invention, les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en 
une pluralite de sous-faisceaux d^clairage sont formes par le premier systeme de filtrage spatial. Cette 
disposition permet generalement de simplifier le systeme. En particulier, lorsque le premier systeme de 
filtrage spatial est exchangeable, cette disposition permet de diminuer considcSrablement les contraintes 
35 d f aUgnement et de precision mecanique. En effet, dans ce cas, le premier systeme de filtrage spatial 
determine k la fois la position des points eclairs dans rdchantillon ou Tobjet et la position des points filtres 
pour obtenir le faisceau a detecter. Lorsque le systeme de filtrage spatial est echange, la position des points 
lumineux filtres correspond automatiquement a la position des points iclaires, sans que des ajustements de 
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haute precision soient nteessaires. 

Dans le cas ou le premier systeme de filtrage spatial constitue egalement les moyens de divis.cn du 
faisceau d'eclairage en une pluralite de sous-faisceaux d'eclairage, et ou ce systeme de filtrage spattal est 
constitue par une plaque percee de trous microscopiques, le systeme optique necessaire pour ramener vers le 
miroir mobile le faisceau a detecter est relativement complexe. Ce systeme optique pent etre 
considerablement simplifie, selon une autre caracteristique avantageuse de 1'invention, lorsque le dxspostfif 
de filtrage spatial est constitue par une plaque pourvue d'une pluralit* de miroirs microscopies, et 
permettant de renvoyer le faisceau a detecter dans une direction proche de la direction du faisceau undent 
Cette solution a en outre pour avantage, si la plaque est transparente, de diminuer la quantite de lunuere 
issue de la reflexion du faisceau d'eclairage sur le systeme de filtrage spatial et qui se superpose au fmsceau 
detecter Dans ce cas, et selon une autre caracteristique de Invention, le systeme optique est de preference 
adapte pour qu'une seule face du miroir mobile en rotation reflechisse la pluralite de sous-faisceaux 
d'eclairage issue du premier systeme de filtrage spatial vers 1'objet a observer, la pluralite de sous-faisceaux 
lumineux vers le premier systeme de filtrage spatial et la pluralite de sous-faisceaux a detecter vers le 
15 second plan image. Cette adaptation pent etre realisee de maniere particulierement simple, selon une autre 
caracteristique de 1'invention, au moyen d'une lentille unique traversee par la pluralite de sous-faisceaux 
d'eclairage dirigee du premier systeme de filtrage spatial vers le miroir monte mobile, par la pluralite de 
sous-faisceaux lumineux dirigee dudit miroir mobile vers le premier systeme de filtrage spatial, et par la 
pluralite de sous-faisceaux a detecter dirigee dudit premier systeme de filtrage spatial vers ledit miroir 
20 monte mobile. Par "lentiUe" on designe ici indifleremment, comme dans l'ensemble du texte du brevet, une 
lentille simple ou une lentille composee, par exemple un achromat ou un ensemble de plusieurs achromats 
sdpares par de l'air. 

Un autre but de 1'invention consiste a rendre possible la suppression de la lumiere issue de la 
reflexion du faisceau d'eclairage sur le systeme de filtrage spatial et qui se superpose au faisceau a detecter, 

25 et ceci sans les difficultes liees a l'utilisation d'un disque de Nipkow. Par exemple, dans un microscope a 
disque de Nipkow, la suppression de la lumiere issue de la reflexion du faisceau d'eclairage sur le systeme 
de filtrage spatial necessite l'utilisation de deux parties distinctes du disque traverser respectivement par le 
faisceau d'eclairage et le faisceau lumineux reflechi par l'echantillon, ce qui pose des problemes 
considerables de reglage et de stability du disque de Nipkow. 

30 Selon une caracteristique de 1'invention permettant de resoudre le probleme ci-dessus, tout en 

utilisant dans sa totalite l'ouverture de l'objectif, tant pour le faisceau d'eclairage que pour le faisceau 
lumineux revenant de 1'objet, le systeme optique comprend egalement une separatrice pour separer la 
pluralite de sous-faisceaux d'eclairage dirigee vers 1'objet a observer, du faisceau lumineux provenant de 
1'objet a observer vers le premier systeme de filtrage spatial, afin que le premier systeme de filtrage spatial 
35 ne soit pas atteint par le faisceau d'eclairage. Le premier systeme de filtrage spatial n'etant pas atteint par le 
faisceau d'eclairage, la « stray fight » est supprimee. Mais, du fait que le premier systeme de filtrage spatial 
est fixe, ce resultat est obtenu sans les problemes d'instabilite lies au disque de Nipkow. Afin d'eviter 
totalement les reflexions de lumiere parasite sur le premier systeme de filtrage spatial, le premier systeme de 
filtrage spatial est constitue de preference par une plaque absorbante et/ou reflechissante portant des trous 
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microscopiques traverses dans un seul sens par la lumiere. Afin d'eviter totalement les reflexions de lumiere 
parasite sur les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en sous-faisceaux, ces moyens diviseurs du 
faisceau d'eclairage peuvent de preference etre, dans le cas d'un eclairage en lumiere non coherente, une 
plaque pourvue d'une pluralite de trous microscopiques traverses dans un seul sens par le faisceau 
d'eclairage. Dans le cas d'un eclairage en lumiere coherente, et afin de ne pas diminuer l'intensite utile du 
faisceau, il est preferable d'utiliser un support comportant une pluralite de microlentilles. Dans les deux cas, 
le fonctionnement en transmission et 1'utilisation d'une separatrice permettent d'eviter les problemes lies a 
la lumiere parasite. 

Selon une autre caracteristique de l'invention, les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en 
une pluralite de sous-faisceaux comprennent un support comportant une plurality de micro-lentilles, et dans 
lequel le premier systeme de filtrage spatial comporte une pluralite de trous microscopiques traverses par la 
pluralite de sous-faisceaux d'eclairage. Dans ce cas, et selon une caracteristique de l'invention, le support 
comportant une pluralite de micro-lentilles, et le premier systeme de filtrage spatial, sont solidaires Tun de 
l'autre et constituent un ensemble de division et de filtrage, monte de maniere amovible pour etre rempla^e 
par un autre ensemble de division et de filtrage. L'avantage de cette solution est que meme dans le cas ou 
une separatrice est utilis£e, il n f est pas necessaire d'integrer cette separatrice a i'ensemble amovible de 
division et de filtrage. 

Lorsqu'une seule face de reflexion d'un miroir est utilisee, il est necessaire, afin d'eviter les pertes 
d'intensite lumineuses par des dispositifs polarisants pennettant de separer les differents faisceaux, 
d'augmenter la taille du miroir monte mobile de maniere k separer spatialement certains des faisceaux. 
L 'augmentation de taille du miroir se traduit par une diminution de sa frequence de resonance, qui peut etre 
genante pour effectuer un balayage propre. De plus, lorsque le premier systeme de filtrage spatial fonctionne 
en reflexion, le systeme optique necessaire pour utiliser une seule face d'un miroir est complexe. Afin 
d'optimiser la frequence de resonance du miroir mont£ mobile, et afin de simplifier le systeme optique, le 
miroir monte mobile peut etre un miroir plan comprenant une premiere face de reflexion et une deuxieme 
face de reflexion, la premiere face de reflexion etant destinee a deflechir le faisceau d'eclairage issu de la 
source lumineuse et le faisceau lumineux emis par le point eclair^ de l'objet, et la deuxieme face de reflexion 
6tant destin6c a deflechir le faisceau k detecter renvoye par le premier systeme de filtrage spatial et le 
systeme optique. 

Selon une autre caracteristique de Tinvention, les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en une 
pluralite de sous-faisceaux d'eclairage, sont adapts pour que la pluralite de points d'eclairage forme un 
reseau periodique k deux dimensions. De preference ce r£seau peut etre a maille hexagonale. Grace a ces 
dispositions, le dispositif selon Tinvention permet de minimiser les pertes d'intensite lumineuse et d'obtenir 
des caracteristiques d'imagerie constantes, independantes du point considere. 

Dans ce cas, et afin d'obtenir des caracteristiques d'imagerie constante, il est possible de 
commander ledit au moins un miroir mobile de maniere a ce que chaque point eclaire efifectue un balayage 
bidimensionnel de l'objet. Cependant, cette solution necessite des miroirs mobiles performants k haute 
frequence de resonance, et une solution plus 6conomique est que chaque point balaye une seule ligne. Si 
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cette ligne es, eouroe, pa, exerople si etiaque point balaye - eerole, . iroage ob.e„„e .end 4 presenter des 
^ W« nans certaines diseetions. Selon una version da ■•invention, une .roage d ta- 

^ «. - — en — — - moms - -"zrr. 

roobiro an randan da rnaroere » daplaca. ehaeuu desdi.s painls lelalres suivan. una tigne drod. non 
parole a la direetion des vaa.au. direeteurs dn rdseau penodique. Cade solution penne. en partKad.es 
d'uliliser un Saul miroir mould mobile en rotation. 

Lorcque ladit an mote un miroir mobile toume autonr da son on aaa axes, ctiaqua pom. fchuro se 
.leplaee dans MM a. Pensile da in zone eelair* sa deplacn done da la mama roani^ . *. 

pel MM pendant le deplaeement do oatio zone d^nissan. una zone eafciroe d.andua Us p-. * 
Pobjat siti.es an oortro da la zone &l nir & Vendue son. fclair* plus soovon, quo *eux srtu & a In ponphane 
d. nana zone, « Kdairoge ties, dona pas bomog*ne dans la zone «** Vendue, oa qro rond ddBede 
M. dune rorage da bonne qua«.e dW zone obsan* fee. Se.on una earoetdristique de 1 urvenuon, 
„ zona oalaisae pan, to. ronduo fixe an moyan dun diaphrogme plaoe dans un plan image traveme pas le 
fcisoean W provannn. dudi, rob™, mobda « dirige varo Vobjet observe. C. mapbzagroe perme, de 
Umiter la zona fclairea a » parda centime da la zona 6oMroe itendu. qui semi, obreoue on 1 absee.ee de 
aaplnagroe. Tomefois, una panio dn faisoeau d'eelairage flan. aroS.* par la diaprongroa, cetio sorouon 
diminuerintensite utile du faisoeau d'eclairage. 

Selon une autre caracteristique de Vixwention, permettant de resoudre ce probleme, le cuspos.Uf 
comprend des moyens pour deplaoer une zoue illununee par le faisoeau d'eclairage sur les moyens pour 
diviser le faisoeau deolairage en sous-faisoeaux. Les moyens pour diviser le faisoeau d'falairage en sous- 
faisoeaux sont par exexnple uue pluralite de microlenulles placees dans le plan de division, une plaque 
transparente et/ou reflechissante pourvue d'une plurality de trous microscopiques et plaoee dans le plan de 
division, on une plaque transparente pourvue dune pluralite de miroirs nuorosoopiques et plaoee dans le 
plan de division. Le deplaeement de la zone eolairee dans le plan de division permet modifier la zone 
eclairee dans 1'objet en xnodifiant les sous-faisoeaux constituant la pluralite de sous-faisoeaux, mais sans 
modifier les oaraoteristiques du deplaeement individuel de ehaque point eelaire dans Vobjet Selon une 
oaraoteristioue de invention, les moyens pour deplaoer la zone muminee par le faisoeau d'eolairage sur les 
moyens pour diviser le faisoeau d'eolairage en sous-faisooaux sont egalement adaptes pour que la zone 
eolairee dans Vobjet observe reste fixe lorsque ledit au moins un miroir monte mobile en rotation tourne. 
) Ceoi permet de oonserver une zone eolairee fixe, sans la perte d'intensite lifa a Vutilisation dun diaphragm, 
Le moyen pour deplaoer la zone eolairee dans le plan de division pent par exemple oomporter un dxsposxUf 
aooousto-optique de deflexion dun faisoeau, ou un miroir mobile appendant de oelui utilise pour deplaoer 
les points eolaire, dans I'objet Dans oe oas, le miroir mobile independent ou le dispositif aoeousto-optrque 
doit etre synchronise aveo ledit au moins un miroir monte mobile. Selon une caractdristique de Invention, 
5 les moyens pour deplaoer la zone Uluminee par le faisoeau d'eolairage dans le plan de division oomprennent 
ledit au moins un miroir monte mobile en rotation, et le systeme optique est adapte pour que le fatsceau 
d'eclairage soit reflechi, avant de parvenir au plan de division, par ledit au moins un miroir monte mobUe 
en rotation. La reflexion etant effeotuee sur ledit miroir mobile, il n'est pas necessaire d'effectuer une 
queloonque synohronisation. De plus oette solution est gendralement plus eoonomique. Toutefois, dans le 
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cas oil le premier dispositif de filtrage spatial est une pluralite de trous microscopiques traverses dans un 
seuJ sens par lc faisceau lumineux, cette solution iraplique l'utilisation de plusieurs separatrices 
supplementaires, et iJ est techniquement preferable d'utiliser un miroir mobile independant pour depla9er la 
zone eclairee dans le plan de division. D'eventuels defauts de synchronisation de ce miroir n f affectent que 
les bords de la zone eclairee et peuvent etre supprimes a 1'aide d'un diaphragm e place dans un plan image 
traverse par le faisceau d'eclairage provenant dudit miroir mobile et dirige vers l'objet observe. 

Lorsque les miroirs mobiles tournent, la vitesse de deplacement des points d'eclairage dans le plan 
observe varic. Ces variations de vitesse genfcrent des sureclairages ponctuels. Par exemple, lorsque le point 
d'eclairage se deplace sur un segment de droite qu'il parcourt alternativement dans un sens et dans l'autre, 
sa vitesse s'annule aux deux extremites du segment, et le point de l'objet observe qui est eclaire lorsque le 
point d'eclairage atteint une extremite du segment se trouve done sureclaire, en moyeime temporelle, par 
rapport a des points voisins. Si le point d'eclairage parcourt successivement plusieurs segments de droite 
distincts, le meme probleme existe. D'ime maniere generate, toute variation de vitesse du point d'eclairage 
genere des inhomogeneites d'eclairage. Lorsque ledit miroir mobile tourne, la position d'un point d'eclairage 
dans l'objet est l'image geometrique mobile d'un point fixe correspondant sur le premier dispositif de filtrage 
spatial. Lorsque un point d'eclairage est eteint (obture) par differents moyens, il n'existe plus physiquement, 
mais le mouvement qu'il aurait s'il n'etait pas eteint peut etre caracterise par le mouvement de l'image 
geometrique d'un point geometrique fixe du dispositif de filtrage spatial. Pour resoudre le probleme des, 
sureclairages ponctuels, on sera amene a eteindre, par divers moyens, le faisceau d'eclairage, lorsque la 
vitesse de deplacement de l'image geometrique d'un point geometrique fixe du dispositif de filtrage spatial 
atteindra sa valeur minimale (e'est-a-dire quand la vitesse de deplacement des points d'eclairage, s'ils n'ont 
pas encore ete eteints, atteint sa valeur minimale). Selon une caracteristique de Tinvention, le dispositif de 
balayage comporte done des moyens pour supprimer le faisceau d'eclairage, ou la pluralite de sous-faisceaux 
d'eclairage, avant qu'il ne parvienne a l'objet observe, lorsque la vitesse de deplacement de l'image 
geometrique, dans l'objet observe, d'un point geometrique fixe du premier plan image, atteint sa valeur 



Selon une caracteristique de l'invention, les moyens pour supprimer le faisceau d'eclairage ou la 
pluralite de sous-faisceaux d'eclairage peuvent etre formes d'un obturateur pennettant d'eteindre le faisceau 
d'eclairage lorsque la vitesse de deplacement des points d'eclairage est minimale. Toutefois, I'extinction du 
feisceau doit intervenir a un instant tr£s precis afin que la trajectoire de chaque point d'eclairage se termine 
en un point parfaitement defini, a defaut de quoi des inhomogeneites d'eclairage sont egalement generees. 
Cette synchronisation est difficile. 

Selon une autre caracteristique de l'invention visant a resoudre le probleme des inhomogeneites 
d'eclairage en limitant les problemes de synchronisation, les moyens pour supprimer le faisceau d'eclairage 
ou la pluralite de sous-faisceaux d'eclairage sont formes par un dispositif de limitation dispose pour etre 
atteint par le faisceau d'eclairage ou la pluralite de sous-faisceaux d'eclairage, ledit dispositif de limitation 
comprenant des moyens pour supprimQr la partie du faisceau d'eclairage ou de la plurahte de sous-faisceaux 
d'eclairage qui n'atteint pas une surfece de selection, et le dispositif de limitation, le systeme optique, et le 
mouvement du miroir monte mobile en rotation sont adaptes pour que la zone eclairee par le faisceau 
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d'eclairage sur le dispositif de limitation se trouve en-dehors de la surface de selection lorsque la vitesse de 
deplacement de l'image geom&rique, dans l'objet observe, d'un point geometrique fixe du premier plan 
image, atteint sa valeur minimale. Dans ces conditions, le faisceau d'eclairage est arrete lorsque la vitesse de 
displacement des points d'eclairage serait normalement minimale, et le sureclairage des points 

5 correspondants de l'objet observe est evite. Lorsque cette solution est appliquee a un systeme dans lequel 
chaque point d'eclairage se deplace sur une droite, elle permet egalement a chaque point d'eclairage de 
traverser entierement la zone observee, de sorte que le debut et la fin de sa trajectoire sont definis par les 
limites de la zone observee sans qu'une synchronisation precise soit nScessaire. 

Les caracteristiques du dispositif de limitation different selon que le dispositif de balayage 

10 comporte ou non des moyens pour deplager la zone illuminee sur les mouyns pour diviser le faisceau 
d'eclairage en une plurality de sous-faisceaux. D'une maniere generate, le dispositif de limitation doit etre 
plage dans une partie du syst&ne dans laquelle la zone eclairee par le faisceau d'eclairage se deplace, Selon 
une caracteristique de 1'invention, adapts en particulier au cas ou le dispositif de balayage comporte des 
moyens pour deplager la zone illuminee sur les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en une pluralite 

15 de sous-faisceaux, le dispositif de limitation est dispose pour etre atteint par le faisceau d'eclairage ou la 
plurality de sous-faisceaux d'eclairage avant que le faisceau d'eclairage ou la pluralite de sous-faisceaux 
d'eclairage ne soit ntflechi, en direction de l'objet observe et en provenance des moyens pour diviser le 
faisceau d'eclairage en une pluralite de sous-faisceaux, par ledit miroir mont6 mobile. Dans ce cas, le 
dispositif de limitation peut etre pla<?£ dans un plan conjugue au plan observe, de manifcre a ce que la partie 

20 observee du plan observe soit d61imit6e par des contours nets. II peut etre pla$£ dans le plan ou se trouvent 
les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en une pluralite de sous-faisceaux, qui dans le cas ou des 
microlentilles sont utilisees n'est pas conjugue au plan observe, ce qui dans ce cas particulier ne degrade pas 
la nettete des bords de 1'image. Le dispositif de limitation peut par exemple Stre un diaphragme, auquel cas 
la surface de limitation est 1'ouverture de ce diaphragme. Si les moyens pour diviser le faisceau d'&lairage 

25 en une pluralite de sous-faisceaux d'eclairage sont constitues par une plaque absorbante et/ou rdflechissante 
pourvue d'une pluralite de trous microscopiques, le dispositif de limitation peut etre formee par une partie 
de cette plaque qui ne comporte pas de trous microscopiques, ce qui 6vite d'introduire un plan image ou un 
diaphragme supplemental. Si les moyens pour diviser le faisceau d'dclairage en une pluralite de sous- 
faisceaux d'eclairage sont constitues par une plaque transparente pourvue d'une pluralite de miroirs 

30 microscopiques, le dispositif de limitation peut Stre formee par une partie de cette plaque qui ne comporte 
pas de miroirs microscopiques, ce qui 6vite egalement Introduction d'un diaphragme. Si les moyens pour 
diviser le faisceau d'eclairage sont constitues d'une pluralite de micro-lentilles plapees dans un plan de 
division, le dispositif de limitation peut etre un diaphragme plage dans le meme plan ou dans un plan de 
focalisation des sous-faisceaux issus des microlentilles. 

35 Selon une caracteristique de Tinvention, adaptee en particulier au cas ou le dispositif de balayage 

ne comporte pas de moyens pour deplager la zone illuminee sur les moyens pour diviser le faisceau 
d'eclairage en une pluralite de sous-faisceaux, le dispositif de limitation est pla?6 a proximite d'un plan 
conjugue au plan observe et traverse par le faisceau d'eclairage apres qu'il ait et6 reflechi, en provenance 
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des moyens pour diviser le faisceau en sous-faisceaux et en direction de l'objet observe, par le miroir monte 
mobile en rotation. Le dispositif de limitation peut alors etre un diaphragme et la surface de selection est 
alors l'ouverture de ce diaphragme. Comme precedemment, dans le cas ou chaque point d'eclairage se 
deplace sur une droite, chaque point d'eclairage traverse entierement la zone observee. Par contre, cette 
5 solution peut se traduire par une perte d'intensite lumineuse notable. 

Le dispositif de balayage peut etre considerablement simplifie lorsque le premier systeme de 
filtrage spatial comporte une plaque non absoibante pourvue d'au moins un miroir microscopique 
reflechissant , et le miroir monte mobile comporte une face de reflexion qui reflechit le faisceau d'eclairage 
dirige vers Fobjet a observer , le faisceau lumineux provenant de l'objet a observer et dirige vers le premier 
10 systeme de filtrage spatial, et le faisceau a detecter provenant du systeme de filtrage spatial. Cette solution 
limite considerablement le nombre de composants du systeme. Toutefois, elle ne permet pas de supprimer 
totalement les interferences avec la lumi&re r^fI6cbie ("stray light"). 

Lorsqu'une seule face de reflexion d'un miroir est utilisee, il est necessaire, afin d'eviter les pertes 
d'intensite lumineuses par des dispositifs polarisants permettant de separer les differents faisceaux, 
15 d'augmenter la taille du miroir mont£ mobile de maniere a separer spatialement certains des faisceaux. 
L 'augmentation de taille du miroir se traduit par une diminution de sa frequence de resonance, qui peut etre 
genante pour effectuer un balayage propre. De plus, lorsque le premier systeme de filtrage spatial fonctionne 
en reflexion, le systeme optique necessaire pour utiliser une seule face d'un miroir est complexe. Afin 
d'optimiser la frequence de resonance du miroir monte mobile, et afin de simplifier le systeme optique, le 
20 miroir mont£ mobile peut etre un miroir plan comprenant une premiere face de reflexion et une deuxieine 
face de reflexion, la premiere face de reflexion etant destinee a ddflechir le faisceau d'eclairage issu de la 
source lumineuse et le faisceau lumineux emis par le point eclaire de l'objet, et la deuxieme face de reflexion 
6tant destinee a deflechir le faisceau a detecter renvoye par le premier systeme de filtrage spatial et le 
systeme optique. Cette configuration est particulierement adaptee a Tutilisation d'un premier systeme de 
25 filtrage spatial comporte une plaque absorbante et/ou r^flechissante pourvue d'au moins un trou 
microscopique traverse dans un seul sens par le faisceau lumineux. En effet cette solution permet d'eviter les 
problemes de "stray light", et Tutilisation de deux faces opposees d'un miroir evite de resuperposer le 
faisceau filtr6 depourvu de "stray light" au faisceau d'eclairage. 

D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaitront au cours de la description qui va 
30 suivre de plusieurs de ses formes de realisation, donnees a titre d'exemples non limitatifs, en regard des 
dessins joints. 

Sur les dessins : 

les figures 1 et 3 represented des dispositifs de balayage optique confocal connus de l'art anterieur , 
la figure 2 represente un exemple de trac£ d'un rayon provenant d'un point fixe, 
35 - la figure 4 represente un mode de realisation, utilisant un balayage point par point et un miroir 

microscopique. Ce mode de realisation, represente par la figure 4, est le mieux adapte a une comprehension 

immediate du principe de fonctionnement, 

la figure 5 represente un mode de realisation utilisant un balayage point par point et un trou 
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microscopique ; 

la figure 6 represente un mode de realisation utilisant un eclairage laser multipoint* et un reseaux 

de trous microscopiques, 

la figure 7 represente un reseau de trous microscopiques utilise dans divers modes de realisation, 
5 - La figure 8 represente en vue de cote un ensemble de miroirs egalement representes sur la figure 6, 

la figure 9 represente un reseau de lentilies utilises pour l'eclairage de l'echantillon, 
la figure 10 represente l'ensemble des points eclaires dans l'objet observe, et la trajectoire de ces 

points, 

les figures 1 1 a 13 illustrent la commande appliqu^e a un attenuates de faisceau en fonction de la 
10 position et de la vitesse de deplacement de Pimage d'un trou microscopique sur une camera, 

la figure 14 represente un mode de realisation du dispositif a balayage optique confocal conforme a 
Invention et dans lequel on utilise un eclairage laser multipoints et un reseaux de trous microscopiques, 

la figure 15 represente un reseau de lentilies et un reseau de trous microscopiques pouvant £tre 
utilises pour filtrer le faisceau lumineux provenant de l'objet 
15 - la figure 16 represente un mode de realisation utilisant un eclairage incoherent multipoints et deux 

reseaux de trous microscopiques, 

la figure 17 represente un cube integrant deux reseaux de trous microscopiques et un miroir 

dichroique, 

la figure 18 represente un mode de realisation utilisant un eclairage incoherent multipoints et un 
20 seul reseau de trous microscopiques, 

la figure 19 represente les points eclaires dans l'objet, et la trajectoire d'un de ces points, un seul 
miroir galvanometrique etant utilise, 

la figure 20 represente un mode de realisation utilisant un eclairage incoherent et un reseau de 
miroirs microscopiques, et dans lequel le feisceau d^clairage subit une premiere deflexion avant de parvenir 
25 au reseau de miroirs microscopiques formant le premier systeme de filtrage spatial, 

la figure 21 represente un reseau de miroirs microscopiques utilises dans le mode de realisation de 
la figure 20, 

la figure 22 represente une version am&ioree du mode de realisation de la figure 20, dans laquelle 
un faisceau non polarise peut etre utilise sans perte d'energie lumineuse, 
30 - la figure 23 represente le deplacement d'une zone eclainte sur une plaque transparente pourvue d'un 

reseau de miroirs microscopiques et utilisee comme moyen pour separer le faisceau d'eclairage en sous- 
faisceaux, par exemple dans le mode de realisation de la figure 22, 

la figure 24 montre la trajectoire d'un point d'eclairage dans la zone observee de l'objet, 

la figure 25 represente une partie d'un reseau de points reflechissants a maille hexagonale, et 
35 indique la position de ce reseau par rapport au sens de deplacement de la zone illuminee sur le reseau, 

la figure 26 represente une version a deux miroirs galvanometriques du mode de realisation de la 
figure 22, 

la figure 27 represente un mode de realisation en eclairage laser multipoint, dans lequel le faisceau 
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d'eclairage subit une premiere deflexion avant de parvenir au reseau de microlentilJes, 
ia figure 28 montre un mode de realisation simpiifie en eclairage laser, et: 

la figure 29 montre un mode de realisation similaire a celui de la figure 28, mais en eclairage 
lumiere blanche. 

5 - la figure 30 represente le deplacement d'une zone eclairee sur un diaphragme, utilise par exemple 

dans le mode de realisation de la figure 29, 

les figures 31 et 32 represente deux plaques pourvues de trous microscopiques, I'ensemble de ces 
deux plaques plasees Tune contre l'autre fonnant un dispositif de filtrage spatial modifiable. 

la figure 33 montre une plaque munie d'une pluralite de reseaux de trous microscopiques et mobile 
10 suivant une direction, permettant de modifier les caractdristiques de filtrage spatial. 

la figure 34 montre une plaque munie d'une pluralite de reseaux de trous microscopiques et mobile 
suivant deux direction, permettant de modifier les caracteristiques de filtrage spatial. 

la figure 35 montre un ensemble de cubes incluant chacun une separatrice et deux dispositiis de 
filtrage spatial, I'ensemble dtant mobile suivant une direction pour pouvoir changer le cube utilise dans le 
15 dispositif. 

Mode de realisation monopoint simple: 

Ce mode de realisation simple utilise un Eclairage laser monopoint, dans lequel le systeme de 
filtrage spatial est un miroir microscopique, et dans lequel une seule face des miroirs mobiles est utilisee. 
20 Du fait de sa simplicity ce mode de realisation se prete bien a une comprehension intuitive du 
fonctionnement 

La figure 4 montre un microscope confocal en fluorescence a balayage laser selon ce mode de 
realisation de l'invention. Sur cette figure on a indique en traits fins un faisceau passant par un point de 
1'objet et on a indique par des fleches les directions des difierents faisceaux, a savoir le faisceau d'eclairage 
25 FX, le faisceau lumineux FE et le faisceau a d&ecter FD. 

Un faisceau d'eclairage ou d'excitation FX issu d»un laser 1100 traverse un elargisseur de faisceau 
ou collimateur fornix des lentilles 1101, 1102 puis est nSflechi par le miroir dichroique 1103 qui reflechit la 
longueur d'onde du faisceau d'eclairage FX du laser 1100 et laisse passer la longueur d'onde du faisceau 
lumineux FE reemis par fluorescence. Le faisceau d'eclairage FX est alors reftechi sur le miroir 
galvanometrique 1104 mobile en rotation autour d'un axe situ6 dans le plan de la figure et dans le plan du 
miroir 1104, puis sur le miroir galvanometrique 1105 mobile en rotation autour d'un axe orthogonal au plan 
de la figure. II traverse ensuite le separateur de faisceau polarisant 1204 puis l'objectif de microscope 1 106. 
II est focalise par l'objectif en un point d'eclairage FXO qui eclaire un point de I'objet forme par un 
echantiUon fluorescent 1107. Le faisceau lumineux FE reemis par fluorescence a partir du point 6claire est 
collecte par l'objectif 1106, traverse le separateur de faisceau polarisant 1204, est reflechi successivement 
par les deux miroirs galvanometriques 1105 et 1104, traverse le miroir dichroique 1103, et est focalise par 
la lentiUe 1 108 en un point lumineux FEO. Ce point lumineux FEO se situe dans un premier plan image PI 
sur lequel est ^galement dispose un miroir microscopique 1203 situ6 sur la face arriere d'une lame quart 
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d'onde 1202. Le miroir microscopique 1203 constitue, dans ce mode de realisation, un premier systeme de 
filtrage spatial pour filtrer le point lumineux. La partie du point lumineux FEO qui passe a cote du miroir 
microscopique parvient ensuite a une cavite absorijante. Le miroir microscopique 1203 peut par exemple 
gtre realise par lithographie optique. 

La partie du point lumineux FEO ou du faisceau FE qui est reflechie par le point 1203 sera appelee par la 
suite faisceau a detecter FD. Ce faisceau a detecter FD retraverse la lame quart d'onde 1202, la lentille 1 108, 
le miroir dichroique 1103, est reflechi par les miroirs galvanometriques 1104, 1105, est reflechi par le 
separateur de faisceau polarisant 1204, puis est focalise par la lentille 1205 en un point a detecter EDO dans 
un second plan image P2 sur lequel est dispose un capteur CCD 1206 fixe sur une camera 1207. 

La polarisation du laser 1100 est choisie pour que le faisceau FX issu de ce laser traverse le 
separateur de faisceau 1204. La lame quart d'onde 1202 a son axe neutre oriente a 45 degrfe de l'axe passant 
du polariseur 1201 et est quart d'onde pour le faisceau lumineux FE reemis par fluorescence. Elle a pour 
rfile de faire tourner de 90 degres la direction de polarisation, afin que seul le faisceau a detecter FD reflechi 
par le miroir microscopique soit ensuite reflechi par le separateur de faisceau polarisant 1204, a l'exclusion 
15 de l'onde issue de reflexions parasites sur la lentille 1 108. 

Dans ces conditions, l'image confocale de l'objet se forme directement sur le capteur CCD 1206 
lorsque l'objet est balaye au moyen des miroirs galvanometriques. Un controle imparfait des miroirs 
galvanometriques se traduit au pire par des zones sombres sur l'image, mais en aucun cas par un 
deplacement des points eclaires de l'objet ou une quelconque imprecision geometrique. Le balayage de 
l'objet doit etre effectne pendant le temps d'integration du capteur. Les images peuvent ensuite etre 
transferees du capteur CCD a un echantillonneur et un ordinateur. 

Le capteur peut aussi etre remplace par un oculaire, eventuellement un ensemble binoculaire, 
pennettant I'observation directe de l'image formee dans le second plan image P2 ou se trouve sur le schema 
le CCD 1206. Dans ce cas, le balayage doit se faire suffisamment rapidement pour ne pas etre perceptible 
25 par I'oeil. 

Ce mode de realisation peut etre adapte a un systeme multifaisceaux, par exemple du type 
represents sur la figure 20. Son avantage principal est qu'il ne necessite aucun reglage precis hormis la raise 
en correspondence du point de focalisation du laser avec le miroir microscopique. Son inconvenient majeur 
est la perte d'intensite lumineuse qui resulte de 1'utilisation de miroirs semi transparents ou polarisants pour 
30 permettre 1'utilisation d'une seule face des miroirs pour 1'ensemble des trajets optiques. 

Le present mode de realisation permet une comprehension particulierement aisee du 
fonctionnement du dispositif. Cotnme dans le microscope confocal a balayage laser represent sur la figure 
1, le mouvement des miroirs galvanometriques se traduit par un balayage de l'objet 1107 par le point 
d'eclairage FXO resultant de la focalisation du faisceau d'eclairage FX dans le plan observe de l'objet 
35 observe. Le fiiisceau lumineux FE emis par fluorescence parvient ensuite, apres reflexion sur les miroirs 
galvanometriques, en son point de focalisation FEO dans le plan PI. Le point de focalisation FEO est fixe et 
se trouve sur le miroir microscopique 1203. Dans le microscope confocal a balayage repr6sente sur la figure 
1, ce miroir microscopique est m-mplacd par un trou microscopique derriere lequel le signal est ddtecte a 
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1'aide d'un photomultiplicateur. Dans le cas present, le faisceau Iumineux FE est reflechi par le miroir 
microscopique 1203, donnant le faisceau a detecter FD. Le faisceau & detecter FD suit exactement le trajet 
inverse du faisceau Iumineux FE et en l f absence du separateur de faisceau 1204 ii reviendrait exactement au 
point de focalisation FXO du faisceau d'eclairage FX dans rechantillon 1107. En introduisant le separateur 
5 de faisceau 1204, on derive ce faisceau de sorte qu'il parvienne en un point FDO du CCD 1206 se trouvant 
dans le plan P2. Ce point FDO du CCD 1206 n'est atteint que lorsque le point correspondant FXO de 
Techantillon 1107 est eclaire par le faisceau FX. Chaque point du CCD 1206 correspond done a un point 
imique de rechantillon 1 107 et lorsque rechantillon 1107 est balaye au moyen des miroirs galvanometriques 
une image de cet echantillon se forme sur le CCD 1206. De maniere plus precise, dans le cas present, 
10 1 'image geometrique dans le plan P2, d'un point fixe du plan observe d 1'objet observe, est fixe. 

Mode de rea lisation monopoint utilisant des faces opposfes de miroirs galvanometriques: 

Ce mode de realisation est represent^ par la figure21. II s f agit d'un systeme utilisant un eclairage 
laser monopoint, mais deux faces des miroirs galvanometriques et un trou microscopique sont utilises. Ces 
15 caracteristiques evitent la plupart des reflexions parasites. 

Le faisceau d'eclairage FX issu du laser 1300 traverse l'eiargisseur de faisceau ou collimateur forme 
des lentilles 1301,1302 puis est reflechi par le miroir dichroi'que 1303. II est alors reflechi par Ie- miroir 
galvanometrique 1304 mobile en rotation autour d'un axe situe dans Intersection du plan de la figure et du 
plan du miroir 1304, puis par le miroir fixe 1305 et par le miroir galvanometrique 1306 mobile en rotation 
autour d'un axe orthogonal au plan de la figure. II traverse alors 1'objectif 1307 formant a l'infini une image 
de rechantillon, et est focalise en un point d'eclairage FXO qui eclaire un point de l'echantillon observe 
1308. Le faisceau Iumineux FE r£emis par fluorescence depuis ce point retraverse 1'objectif 1307 en sens 
inverse, est reflechi par le miroir galvanometrique 1306, le miroir fixe 1305, et le miroir galvanometrique 
1304. Le faisceau Iumineux traverse ensuite le miroir dichroifque 1303, et est focalise par la lentille 1309 et 
le miroir fixe 1310 en un point Iumineux FEO situe sur le trou microscopique 1311 pla<?e dans un plan 
image PI. Le faisceau Iumineux traverse le trou microscopique 1311 pour obtenir un faisceau k detecter FD 
qui est reflechi par le miroir 1312, collimate par la lentille 1313, reflechi par Ie miroir 1314, puis par la 
seconde face du miroir galvanometrique 1304. Le faisceau a detecter est alors reflechi par le miroir 1315 
puis par la seconde face du miroir galvanometrique 1306. Le faisceau 4 detecter FD est alors focalise par la 
lentille 1316 en un point A detecter FDO situe sur un point du plan image P2 dans lequel se trouve le 
capteur CCD 13 17 fixe a la camera 1318. Comme precedemment le capteur CCD peut etre remplace par un 
oculaire permettant l'observation directe du plan P2. Dans ce mode de realisation represente sur la figure 5, 
le trou microscopique 1311 forme le premier systeme de filtrage spatial du point Iumineux issu de la 
focalisation du faisceau Iumineux. 

Le fonctionnement de 1'ensemble est le merae que precedemment, a savoir que les miroirs 
galvanometriques sont utilises pour balayer 1'objet suivant deux dimensions et que 1'image se formant sur le 
plan P2 est enregistree par le CCD 13 17. 



Chaque point du CCD 1317 correspond comme dans le mode de realisation de la figure 4, a 
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transparente par une methode de type M lithographique p , les trous etant alors des interruptions de la couche 
reflechissante. Dans ce cas un filtre neutre place en sortie du laser peut etre utilise pour attenuer les effets de 
retour de la lumiere laser. Le reseau de trous microscopiques peut egalement etre constitue d'une plaque 
metallique depolie dans laquelle les trous sont perc& au moyen d'un laser. Cette solution evite les problemes 
de retour du faisceau laser. Le pas (distance entre les centres de deux trous adjacents) du reseau de trous 
microscopiques 130 est identique au pas du reseau de microlentilies 103 (distance entre les centres de deux 
microlentilles adjacentes). Les r&eaux 103 et 130 sont positionnes de sorte que chaque trou du reseau 130 
soit rimage d'un point de I'objet sur lequel est focalise l*un des sous-faisceaux d'eclairage issu d'une 
microlentille du reseau 103. Ceci implique que le reseau 130 est dans un plan focal de la lentille de tube 
108, et que le plan de focalisation 160 des sous-faisceaux d'&lairage issus du reseau de microlentilles 103 
est egalement dans un plan focal de la lentille de tube 108. Les sous-faisceaux lumineux FE traversent le 
reseau 130 pour obtenir les sous-faisceaux k detecter FD qui sont ensuite rdfldchis par le miroir 115. Les 
sous-faisceaux a detecter FD sont ensuite r&16chis successivement par les miroirs 143, 144, 145, 146, 147 
constituant Tensemble 142 represents par un bloc sur la figure 6, qui sont montrds sur la figure 8 en vue 
suivant la direction V indiqude sur la figure 6. L'ensemble 142 sert a inverser Tangle des sous-faisceaux a 
detecter par rapport a un plan contenant Taxe optique et situe dans le plan de la figure 6. La direction P 
indiquee sur la figure 8 montre la direction d'observation suivant laquelle est realisee la figure 6. Les sous- 
faisceaux a detecter traversent ensuite la lentille 1 16 identique a la lentille de tube 108, et dont le plan focal 
objet est sur le r&eau de trous microscopiques 130. Us sont refldchis par la seconde face du miroir 
galvanom&rique 1 10, par le miroir 1 17, par la seconde face du miroir galvanometrique 1 12. lis traversent le 
filtre monochromateur 141. lis traversent ensuite la lentille 1 18 qui forme dans son plan focal image rimage 
du reseau 130, et done de T6chantillon observe. lis parviennent au plan focal image de la lentille 118, qui 
constitue le second plan image P2, en une plurality de points a detecter. Un capteur CCD 119 peut etre place 
dans ce plan, qui correspond au second plan image P2, toutefois il est egalement possible d'observer 
directement rimage formee dans ce plan, a Taide d'un oculaire. La distance focale de la lentille 1 16 doit etre 
exactement egale a la distance focale de la lentille 108, et pour permettre un ajustement precis les lentilles 
116 et 108 peuvent etre remplagees par des doublets de lentilles, le rdglage de la distance interlentilles d'un 
doublet permettant un ajustement de la distance focale du doublet. 

L'inversion de l'angle des sous-faisceaux a detecter qui est realisee par Tensemble de miroirs 142 
permet a 1'image geometrique, dans le plan P2, d'un point geometrique fixe de I'objet observe, d'etre un 
point geometrique fixe. Du fait qu'un reseau de points d'eclairage est utilisd, cette condition est 
indispensable a la formation d'une image de bonne quality. 

La figure 9 montre le principe de la focalisation du faisceau laser par le reseau de microlentilles 
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ouv R 



108 



ou F XO z est la distance focale de la 



113 



lentille 108, i^ 13 est la distance focale de Tobjectif 113, cwvest Touverture numdrique de l'objectif 113, 
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Avec des trous microscopies dont le diametre est dune tache d'airy on pent se contenter de: 
4 A- las + Afluo 

1 2^2 Mas^fluo 

II est done etre utile de pouvoir modifier la distance focale de la lentJlle 1 18, ou de la remplacer par 
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un sy sterae avec zoom ou par un systeme de grossissement variable avec des Elements optiques 
interchangeables. 

Les miroirs galvanometriques 1 10 et 112 sont commandes de maniere a deplacer les points eclaires 
dans Pobjet observe 114, de la maniere indiquee sur la figure 10. La figure 10 montre en grise Fensemble 
, 5 des points Eclaires par les sous-faisceaux d'excitation FX dans le plan observe de Tobjet, pour une position 
de reference des miroirs galvanometriques. Le diametre des points represente le diametre approximatif des 
taches de difi&action correspondantes. Le trait 301 supeipose au dessin montre la trajectoire suivie par un 
point eclaire 300 lorsque les miroirs galvanometriques sont commandes. Cette trajectoire est parcourue 
alternativement dans les deux sens. Lorsque cette trajectoire est suivie, chaque point eclaire balaye une 
10 petite partie du plan image, et Tensemble des points eclaires balaye I'ensemble du plan image Une image 
confocale de I'ensemble du plan observe de Tobjet 114 est done generee sur le capteur 119. Le contour 302 
montre la limite de la zone utile, de laquelle une image confocale de bonne qualite est genenSe sur le 
capteur. De nombreuses variantes de la trajectoire parcourue peuvent etre utilisees, la contrainte essentielle 
etant que 1'ensemble de la zone utile soit balayee, deux parties distinctes de la zone utile etant en general 
15 balaySes par des points dclaires distincts. 

L'attenuateur de faisceau 140 doit etre commande en fonction de la position des miroirs 
galvanometriques et de leur vitesse. Ces parametres peuvent etre obtenus de maniere connue par un 
feedback a partir des galvanometres, ou peuvent etre obtenus sans feedback a partir du systeme de 
commande des galvanometres, avec une precision moindre. On note lias Tintensite du faisceau laser apres 
20 traversee de l'attenuateur 140, et Vscan la vitesse de balayage, e'est-a-dire la vitesse de deplacement dans 
le plan observe et suivant I'axe x d'un point eclaire dans Tobjet observe. Cette vitesse de balayage est due 
uniquement au miroir gaJvanometrique le plus rapide. La position des miroirs galvanometriques peut etre 
caracterisee par la position du point eclaire dans I'objet 114. Les figures 11 et 12 illustrent la valeur du 
Has 

raPP01t Vscan Cn fonction de la P° sjtion du P oh * & Jaire dans r&hantiUon 114. La figure 11 represente 

un ensemble de points eclaires, dont le point 300 egalement represent^ sur la figure 10, pour la position de 
reference des miroirs galvanometriques. Sur cette figure on a represente en traits continus les aretes de la 

Has 

surface representant la fonction ^— - en fonction des coordonnees x,y du point 300 dans le plan 

observe. Sur la figure 12, on a represente l'allure de cette fonction le long de la ligne 310 de la figure 11. 

tt 

Une valeur constante de ^T^ sur 1'ensemble de la trajectoire, e'est-a-dire une commande de l'attenuateur 

en fonction de la seule vitesse de balayage, permettrait en principe de supprimer les variations d'eclairage 
dues aux variations de la vitesse de balayage. Toutefois, la courbe de la figure 12 perraet Egalement 
d'attenuer les effete d'une variation incontrolee de l'amplitude d'oscillation des miroirs, au prix toutefois 
d'une perte d'intensite lumineuse. n est egalement possible de faire fonctionner l'attenuateur de faisceau en 
mode binaire. La commande de l'intensite se fait alors par exemple conformement k la figure 13. Seule la 
partie centrale de la trajectoire, sur laquelle la vitesse est a peu pres constante, est utilisee. Enfin, il est 



25 
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egalement possible de ne pas utiliser d'attenuateur de faisceau. L'image reste de qualite acceptable mais peut 
etre affectee par des variations locales de l'intensite, qui peuvent etre compensees par un traitemexit 
numerique ulterieur. D'une maniere generate, plus le nombre de trous microscopiques est eleve et plus la 
surface d'un point eclair^ est elevee, moins les variations d'intensite d'eclairage sont notables. ^utilisation 
5 d'un reseau suffisamment dense de trous microscopiques peut done se substituer partiellement a l'usage d'un 
attenuateur de faisceau. 

A chaque objectif 113 utilisable, caracterise par son ouverture, son grossissement, et la position de 
son plan focal image, correspond un dimensionnement optimal des trous microscopiques utilises, des 
microlentilles et de la lentille 108. On peut concevoir ces Elements de maniere a ce qu'ils conviennent £ 

10 I'ensemble des objectifs, toutefois ies propri&es du systeme seront sous-optimales avec certains objectifs. II 
est egalement possible de concevoir une serie d'objectifs Studies pour donner les meilleurs resultats avec un 
dimensionnement donne du reste du systeme. Toutefois, il est preferable de pouvoir ^changer les trous 
microscopiques utilises et les microlentilles, de maniere a pouvoir les optimiser en fonction des objectifs 
utilises, des longueurs d'ondes ^excitation et de fluorescence, du niveau de fluorescence, de la vitesse 

15 d'acquisition souhaitee, de la resolution souhaitee. A cette fin, le reseau de microlentilles 103, le reseau de 
trous microscopiques 130, et le miroir dichroi'que 104, peuvent etre rendus solidaires entre eux et constituer 
un bloc echangeable d'une seule piece. Ceci 6vite a l'utilisateur d'avoir k regler l'alignement des differents 
Elements: les problemes d'alignement sont regies a la fabrication du bloc. Le positionnement du bloc dans le 
reste du systeme doit simplement se faire avec une precision angulaire suffisante (de Vordre de 1 

20 miliradian). 

Le present mode de realisation peut §tre combine avec tous les modes d'imagerie connus en 
microscopie confocale. En particulier, le porte-objet peut etre muni d'un systeme de deplacement vertical 
piezoelectrique ou par moteur pas a pas, de maniere a pouvoir generer des images tridimensionnelles en 
modifiant ie plan de focalisation. Des systemes a base d'attemiateurs acousto-optiques peuvent £tre utilises 

25 pour commuter plusieurs lasers et exciter des fluorophores differents, de mani&re & generer par 
superposition des images plus riches en information. Le systeme est 6galement compatible avec I'utilisation 
de la methode a deux photons, le nombre de trous microscopiques devant alors Stre ajust£ pour qu'ime 
intensite suffisante reste disponible sur chaque point de focalisation du faisceau. Des roues de filtres (filtre 
141) peuvent etre utilisees pour modifier longueurs d'ondes d&ectees. Le miroir dichroi'que 104 peut etre 

30 remplace par un miroir semi-transparent de maniere a pouvoir changer de longueurs d'onde d'excitation et 
de fluorescence en commutant un laser et en changeant de filtre 141, sans avoir a echanger le miroir 
dichroi'que 104. Le remplacement du miroir dichroi'que 104 par un miroir semi-transparent permet 
egalement d'utiliser Tappareil pour observer en reflexion des echantillons diffractifs non fluorescents. 

II est possible, au moyen de lentilles relais, de modifier le dispositif de maniere a ce que I'ensemble 

35 du systeme de balayage soit place en arriere d'un plan image intermediate. Une telle solution peut etre utile 
pour realiser un dispositif de balayage adaptable a tout type de microscope. 

H est bien entendu possible de n'utiliser qu'un seul trou microscopique, auquel cas les 
caract&ristiques de vitesse sont celles d'un microscope confocal a balayage par miroirs galvanom&riques du 
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type courant. Toutefois, 1'avantage du systeme reste de pouvoir visualiser directement 1'image et de pouvoir 
1'enregistrer sur une camera. 

II peut etre utile d'equiper l'appareil d'un dispositif de positionnement de l'echantillon 114 dans le 
sens de J'axe optique. En effet, ceci permet d'obtenir des images tridimensionnelles constitutes de series 
5 d'images bidimensionnelles obtenues chacune a une profondeur differente. L'image tridimensionnelle 
obtenue peut ensuite faire l'objet d'une deconvolution tridimensionnelle qui en ameliore la resolution. 
Prealablement a la deconvolution, la PSF ("point spread function" en anglais, ou reponse impulsionnelle 
tridimensionnelle) doit etre mesuree, par exemple sur une microbille fluorescente. 



10 Mode de realisation multinoints laser avec compensation de certains defauts. 

La figure 14 illustre xin mode de realisation derive du precedent mais ameliore par plusieurs 
dispositifs additionnels. 

La pluralite de sous-faisceaux d'eclairage issue du reseau de microlentilles 103 traverse une vitre 
106 mobile en rotation autour d'un axe 107, puis une lentille optionnelle 135 , puis un second systeme de 
15 filtrage spatial forme par un reseau de trous microscopiques 105, et ne parvient qu'ensuite au miroir 
dichroique 104. 

La surface de la vitre 106 est divisee en un ensemble de sous-surfaces, par exemple les sous- 
surfaces 120 et 121. La moitie de ces sous-surfaces portent une surepaisseur generant un decalage de phase 
de 180 degres des sous-faisceaux d'eclairage les traversant Les sous-surfaces portant des surepaisseurs sont 

20 reparties de maniere pseudo-aleatoire dans 1'ensemble des sous-surfaces. Chaque sous-surface est 
approximativement carree. La largeur du cote du carre est egale a la distance entre deux trous 
microscopiques adjacents du reseau 105. La vitre 106 est positionnee de maniere a ce que chaque trou 
microscopique du reseau 105 soit place" au-dessous d'une sous-surface distincte. La rotation rapide de la 
vitre 106 pennet de generer des decalages de phase pseudo-aleatoires de I'ensemble des sous-faisceaux 

25 d'eclairage, de sorte que la coherence spatiale des sous-faisceaux soit rompue apres traversee de la vitre 106. 
En effet la coherence entre faisceaux est susceptible de perturber legerement Fimage. 

Une difficulte pratique est liee au fait que des objectifs de differents grossissements ont des plans 
focaux image distincts. Par consequence, Ie plan focal objet de la lentille 108 (dans le sens de robjectif vers 
la lentille 108) ne peut etre confondu avec le plan focal image de robjectif que pour un des objectifs utilises. 

30 II est possible de pallier a cette difficulte" en augmentant I'ouverture des sous-faisceaux d'eclairage issus de 
chaque microlentille, ce qui diminue Tintensite liunineuse disponible. La lentille 135 permet de pallier cette 
difficulte sans qu'il y ait perte d'intensite lumineuse. EUe doit etre dimensionnee de maniere a ce qu'une 
onde plane dans I'objet ait pour image une onde plane entre la lentille 135 et le reseau de microlentilles 103. 
Un changement d'objectif doit aiors s'accompagner d'un changement de la lentille 135. 

35 Le reseau de trous microscopiques 105 formant le second systeme de filtrage spatial a pour 

vocation de filtrer les sous-faisceaux lasers issus des microlentUles du reseau 103. Ceci permet de pallier 
d'eventuelles imperfections de ces microlentilles. Chaque trou microscopique du reseau 105 est place au 
point de focalisation d'une microlentille correspondante et son diametre peut par exemple etre d'une tache 
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d'Aiiy ou d'une demi-tache d'Airy, selon que Ton souhaite optimiser la resolution ou la luminosite. 

Le reseau de microlentilles 131 plac6 devant le premier systeme de filtrage spatial forme par le 
reseau de trous microscopiques 130 est surtout utile lorsque la longueur d'onde d'excitation est tres 
inferieure a la longueur d'onde de remission fluorescente et lorsque ie diametre des trous microscopiques est 
5 de l'ordre d'une tache d'Airy. II permet alors d'ameliorer legerement la resolution sans sacrifier la 
luminosity. 

La figure 15 montre le principe de fonctionnement des microlentilles du reseau 131 et des trous 
microscopiques du reseau 130. L'anglea indique sur cette figure vaut, comme sur la figure 
17 

9, a = ouv 113 . On a represents le plan focal 132 de la lentille 108. En Tabsence du reseau de 
^108 

10 microlentilles 131, le r6seau de trous microscopiques 130 devrait etre plac6 dans ce plan, et I'angle de 
divergence du faisceau apres passage des trous microscopiques, dans la mesure ou ces trous sont 
suffisamment larges, seraita . Le reseau de lentilles 131 a pour utility d'augmenter cet angle de divergence, 
ce qui equivaut k diminuer le diametre des tache d'Airy formees sur chaque trou du reseau de trous 
microscopiques 130. Ceci permet de diminuer le diametre des trous microscopiques du rdseau 130 sans 

15 perte d'intensite lumineuse, ce qui permet ensuite une reception sur un capteur CCD sans que la resolution 
soit diminuee par la superposition des taches d'Airy obtenues pour des points proches. L'angle de divergence 
du faisceau apres passage des trous microscopiques devient, compte tenu des microlentilles du reseau 131, 
f}-ma avec typiquement m = 1,5 a m = 4 . Les distances d 2 entre le reseau de microlentilles 131 et 
le reseau de trous microscopiques 130, d\ entre le reseau de microlentilles 131 et le plan focal 132 de la 

20 lentille 108, et la distance focale i^des microlentilles du reseau 131, sont liees par l"6quation des 
lentilles minces (qui peut dventuellement etre modifiee pour prendre en compte l'epaisseur des lentilles): 

1 1^ 1 
d 2 d l F \3l 

et on a par ailleurs, compte tenu du coefficient m recherche: 

— - - m 
d 2 

25 De plus pour des raisons d'encombrement on a: 
D = Idica 

avec c > 1 . Typiquement on peut prendre c = 2 . 

Compte tenu Sgalement de l'expression de I'angle a = ouv , on obtient finalement: 

d ^D F 10% 1 
1 2c i r 113 ouv 

m — 1 
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La Jargeur des trous microscopiques sur le reseau 130 peut etre egale au diametre de Ja tache d'Aiiy 
sur ces trous soit: 

/ -loo 1 ^Jtoo F\m 

M30 - l > 22 ~ 

m okv F\\2 

5 ou Xj\ uo est la longueur d'onde correspondant au maximum de remission fluorescente. 

En reprenant l'exemple de dimensionnement utilise dans le mode de realisation precedent pour les reseaux 
103 et 105 on obtient, pour c = 2 et m = 4 , et pour A jj uo = 518 nm (fluoresceine): 

F\ ]3 = 2 mm 
ouv = 1,25 
10 F 108 = 200 mm 
D = 2 mm 
F m = 80 mm 

d l = 40 mm 
F l3l = 13,33 mm 
15 £?2 — 10 mm 
Z 13 o = 12 fjm 

Mode de realisation multipoint en eel ai rage incoherent 

Ce mode de realisation qui est represente sur la figure 16 differe de celui represente sin- la figure 6 

20 par le fait qu'un eclairage non coherent est utilise. Ceci limite la vitesse d'imagerie mais permet Tutilisation 
d'un eclairage moins couteux et dont la longueur d'onde peut etre aisement ajustee, ou Tutilisation d'un 
eclairage en lumiere blanche pour l'observation en lumi&re r&lechie. 

Le faisceau d'eclairage FX est foumi par exemple par Tare incandescent 150 d'une lampe a vapeur 
de mercure ou de Xenon. Ce faisceau d'eclairage traverse un collecteur 151, un diaphragme de champ 152, 

25 un filtre monochromateur 153 selectionnant la longueur d'onde d'excitation de la fluorescence de l'objet a 
observer. Ensuite, ce feisceau d'eclairage FX traverse la lenttile 154, le diaphragme d'ouverture 155, la 
lentille 156, et parvient directement au reseau de trous microscopiques 105 formant le second systeme de 
filtrage spatial. L'ensemble constitue des elements 150 a 156 constitue un eclairage de Kohler et peut etre 
remplace par tout autre systeme d'eclairage de Kohler. Le reste du systeme est identique au mode de 

30 realisation de la figure 6. 

Une grande partie de l'intensite lumineuse disponible est reflechie par le reseau de trous 
microscopiques 105, ce qui limite la clarte de l'image formee dans le plan 1 19 confondu avec le second plan 
image P2. Afin que le temps d'acquisition et la clarte de l'image restent dans des limites raisonnables, il est 
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preferable d'utiliser un reseau 105 constitue de trous microscopiques tres rapproches les uns des autres. 
Alors que dans le mode de realisation precedent, la distance entre deux trous microscopiques peut 
typiquement etre d'environ 20 fois la largeur de chaque trou, dans le present mode de realisation il est 
preferable de limiter cette distance, qui peut par exemple etre de 2 a 4 fois la largeur du trou microscopique. 
5 Ceci genere des perturbations de l'image, mais I'effet confocal est maintenu et les perturbations peuvent etre 
supprimees par exemple par une deconvolution tridimensionnelle dans le cas ou une image 
tridimensionnelle est acquise, composee d'une serie d'images bidimensionnelles acquises a des profondeurs 
differentes dans l'objet. 

Pour permettre I'echange des deux reseaux de trous microscopiques sans que cet echange necessite 

10 de reglage complexe, et pour diminuer le cout de fabrication, les reseaux de trous microscopiques 105, 130 et 
le miroir dichroique 104 peuvent etre integres en un seul element aisement realisable, represente sur la 
figure 17. Le miroir dichroique 400 est integre a un cube transparent 40 L Des vitres 402, 403 sont montees 
sur les cotes du cube, dont elles sont solidarisees par des pieces adaptees, par exemple 404. Des espaces 
vides 405,406 sont laisses entre les vitres et le cube 401. Le cote des vitres 402,404 qui regarde vers le cube 

15 est recouvert d'une couche mince metallique et d'une couche mince de resine photosensible. Les trous 
microscopiques sont realises par insolation de la resine photosensible k l'aide d'un projecteur en iumiere 
blanche. On a represente symboliquement en pointilles Failure du faisceau issu de ce projecteur. Le 
projecteur est focalise par exemple sur le plan constitue par la face de la vitre 402 qui porte les couches 
minces. Chaque point eclaire de la vitre 402 deviendra un trou microscopique. Du fait de la configuration 

20 du systeme, les points de la vitre 403 qui sont eclaires sont correctement places sans qu'un reglage 
supplemental soit necessaire, et deviendront les trous microscopiques correspondant aux trous de la vitre 
402. Apres insolation, un liquide approprie est introduit dans les espaces vides 405,406 de maniere a 
enlever la resine aux endroits insoles, puis un acide est utilise pour enlever le metal en ces memes points. 
On a alors obtenu les trous microscopiques. Un solvant peut etre utilise pour enlever la couche residuelle de 

25 resine, et I'ensemble peut finalement etre nettoye. Enfin, il peut etre utile d'introduire un liquide optique ou 
un plastique transparent dans 1'espace vide, de preference de meme indice que les lames 402,403. Ceci evite 
les reflexions inutiles sur les surfaces de contact Si un materiau de meme indice que les lames 402, 403 est 
introduit dans les espaces vides, alors on peut utiliser pour realiser Tensemble des vitres 402,403 depolies 
sur leur face qui regarde vers le cube. Ceci permet une meilleure dispersion de la Iumiere incidente par les 

30 parties reflechissantes. Les monochromateurs 153 et 141 peuvent egalement §tre integres a ce cube, ce qui 
permet de modifier le mode d'imagerie par echange d'un seul composant. Si une observation en Iumiere 
reflechie est recherchee, le miroir dichroique peut etre remplace par un cube separateur neutre. 

Une autre solution simplifiant I'echange des reseaux de trous microscopiques consiste a n'utiliser 
qu'un seul reseau de trous, qui est traverse dans un sens par le faisceau d'eclairage FX et dans Tautre sens 

35 par le faisceau lumineux FE emis par fluorescence depuis 1'echantillon observe. Dans ce cas le systeme est 
modifie comme indique sur la figure 18: un seul reseau de trous microscopiques 105 est utilise, mais le 
miroir dichroique 104 est place entre la lentille 156 et le reseau de trous microscopiques 105. Le reseau de 
microlentilles 131 est 6galement supprime et le dimensionnement mecanique est modifie pour tenir compte 
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du remplacement du reseau 130 par le reseau 105. Cette configuration est particulierement simplifiee, 
toutefois cette simplification a pour consequence la presence d'une forte intensite de lumiere resultant de la 
reflexion partielle du faisceau d'eclairage FX par le reseau de trous 105 ("stray light"), qui doit etre 
&iminee par le rairoir dichroique 104 et le filtre 141. Un avantage de cette configuration est que 1'echange 
du reseau 105, qui constitue a la fois les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en sous-faisceaux, et le 
premier dispositif de filtrage spatial, peut se faire sans problemes d'aiignement 

II est egalement possible de supprimer un des miroirs galvanometriques 110 ou 112 et de le 
remplacer par un miroir fixe, a condition de modifier legerement 1'axe de rotation du miroir restant et de le 
commander de maniere a avoir pour chaque point telaire une trajectoire suffisamment longue. La figure 19, 
realisee suivant les memes conventions que la figure 10, montre la trajectoire 500 d'un point 6claire 503 
dans le plan observe de Tobjet 114, ainsi que la zone 502 dans laquelle une image de bonne qualite est 
obtenue, la position des points eclaires pour la position de r&Srence du miroir galvanom&rique restant &ant 
telle qu'indiquee sur la figure, limitde par le contour 501. Une trajectoire rectiligne 500 legerement oblique 
par rapport aux vecteurs de base x t y du reseau periodique bidimensionnel de trous microscopiques permet 
15 de balayer l'ensemble du plan sans avoir recours a un deuxieme miroir galvanomdtrique. II est d'autant plus 
facile d'obtenir une zone 502 etendue que les points eclaires sont rapproctes les uns des autres. Comme 
dans le present mode de realisation il est preferable, afin de maximiser l'intensite d'eclairage, d'avoir des 
points eclaires nombreux, le present mode de realisation est particulierement bien adapte a l'utilisatibn de 
cette technique. Toutefois, il est egalement possible d'utiliser une trajectoire rectiligne dans un mode de 
20 realisation utilisant un reseau de microlentilles, k condition que les points fclaires soient suffisamment 
nombreux. 

De meme, il est possible d'utilisGr les deux miroirs galvanometriques commandes en quadrature de 
sorte que la trajectoire de l'image d*un point 504 se deplace sur un cercle 505, et de modifier 
progressivement le diametre de ce cercle de maniere A ce que la trajectoire parcourue pendant une 
25 acquisition d'image soit une spirale. Si les trous microscopiques sont suffisamment nombreux et proches les 
uns des autres l'ensemble du plan est balayd. L'avantage de cette solution est que le mouvement du point 
Claire est a vitesse A peu pres constante, toutefois ce type de balayage tend k generer des sureclairages 
suivant des lignes paralleles aux vecteurs directeurs du reseau de trous microscopiques. 

Ce mode de realisation a l'avantage de ne pas n&essiter un faisceau laser. H a egalement l'avantage 
30 de permettre une modification aisee des longueurs d'onde d'excitation et d'emission de la fluorescence dans 
Tensemble du domaine visible et UV. Par contre, la faiblesse de 1'eclairage limite la vitesse d'imagerie. 

Ce second mode de realisation peut et/e combine avec le premier dans un meme appareil, des 
obturateurs pouvant etre utilises pour passer d'un mode d'eclairage a un autre. 



Mode de realisation avec une reflexion supplementaire du faisceau d f eclairage sur le miroir mnhil P 

La figure 20 illustre un autre mode de realisation, qui presente l'avantage d'etre peu couteux. En 
effet U utilise un eclairage non coherent, et il necessite moins de reglages ou d'etements specifiques que le 
mode de realisation precedent. II utilise un seul miroir galvanometrique et une seule fece de ce miroir, et il 



ID: <WO 0223247A1 J_> 



WO 02/23247 




PCT/FR01/02890 



utilise un reseau de miroirs microscopiques. 

Le faisceau d'excitation FX est un faisceau non coherent produit par exemple par une lampe a arc 
au Xenon equipde d'un collecteur ou d'un ensemble optique permettant la generation d'un eclairage de 
Kohler. 11 est filtre par un filtre passe-bande etroit qui seiectionne la longueur d'onde d'excitation de la 
5 fluorescence. II parvient au dispositif de balayage en 600. Le faisceau d'eclairage ou d'excitation FX est 
r&lechi par le miroir dichroYque 601 puis par le separateur de faisceau polarisant 602. Le faisceau 
d'eclairage FX est ensuite rgflechi par le miroir galvanometrique 603, traverse la lame quart d'onde 604 
dont 1'axe neutre est a 45 degres du plan de la figure, traverse la lentille 605 et parvient au reseau de miroirs 
microscopiques 606 places dans le plan focal image de la lentille 605. Le reseau de miroirs microscopiques 

10 606 est du type represente sur la figure 21 et il est constitue par exemple d'un ensemble de miroirs 
microscopiques (par exemple 650) formant une matrice carree, sur une vitre de verre transparente traitee 
antireflexion. Le reseau de miroirs microscopiques peut egalement etre a maille hexagonale, ce qui permet 
d'ameliorer I'efficacite du systeme. Les miroirs microscopiques peuvent etre obtenus par exemple par 
litographie, chaque miroir dtant constitue d'une couche r&techissante ddpos^e sur la vitre 606, la vitre etant 

15 de preference traitee antireflexion. La couche refl&hissante peut par exemple etre une couche d'aluininium. 
On peut aussi utiliser des miroirs constitues d'une alternance de couches d'indices difG6rents, et qui peuvent 
ainsi etre selectifs en longueur d'onde. La partie du faisceau d'eclairage FX qui est reftechie par les miroirs 
microscopiques se presente sous la forme d'une pluralite de sous-faisceaux d'eclairage FX2. Ces sous- 
faisceaux d'eclairage FX2 retraversent la lentille 605, la lame quart d'onde 604, et sont reflechis par le 

20 miroir galvanom&rique 603. Les sous-faisceaux d'eclairage FX2 traversent le separateur de faisceau 
polarisant 602 puis la lentille 608 et la lentille de tube 609. Us traversent l'objectif 610 et sont focalises en 
une pluralite de points d'eclairage FXO sur l'objet fluorescent observe 611. Les sous-faisceaux lumineux FE 
r6emis, par fluorescence des points eclaires de l'objet fluorescent traversent l'objectif 610, la lentille de tube 
609, la lentille 608, le separateur de faisceau polarisant 602. Les sous-faisceaux lumineux FE sont reflechis 

25 par le miroir galvanometrique 603, traversent la lame quart d'onde 604 et la lentille 605, et parviennent au 
reseau de miroirs microscopiques 606 qui constitue alors le premier systeme de filtrage spatial. La partie des 
sous-faisceaux lumineux FE qui sont reflechis par ce reseau de miroirs microscopiques constitue la pluralite 
de sous-foisceaux a detecter FD. Ces sous-faisceaux a d&ecter FD traversent la lentille 605, la lame quart 
d'onde 604, sont reflechis par le miroir galvanometrique 603, sont reflechis par le separateur de faisceau 

30 polarisant 602, traversent le miroir dichroYque 601 et la lentille 612, puis parviennent au capteur CCD 613 
situe dans le plan focal image de la lentille 612 qui est confondu avec le second plan image P2. L'image 
form^e dans le plan ou se trouve le capteur 613 peut egalement etre observee a 1'aide d'un oculaire. 

Le plan focal 607 de la lentille de tube 609 est egalement un plan focal de la lentille 608. L'autre 
plan focal de la lentille de tube 609 est de preference confondu avec le plan focal image de l'objectif 610. De 

35 preference le miroir galvanometrique 603 est dans un plan focal commun des lentilles 605, 608 et 612. Le 
reseau de miroirs microscopiques 606 est dans un plan focal de la lentille 605 confondu avec le premier 
plan image PL Le capteur CCD 613 est dans un plan focal de la lentille 612. Par exemple, les lentilles 609, 
608, 605, 612 peuvent avoir une distance focale de 200 mm, Tobjectif 610 peut etre un objectif Nikon a 
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immersion xlOO d'ouverture 1,4 . Dans ce cas le reseau 606 peut par exemple etre forme de miroirs 
microscopiques dont le diametre est de 30 microns, la distance entre deux points adjacents etant par 
exemple de 150 microns. Le miroir dichroique 601 reflechit la longueur d'onde du faisceau d'excitation et 
laisse passer la longueur d'onde demission fluorescente. La lame d'onde 604 sert a modifier la polarisation 
des faisceaux de sorte par exemple que la plurality de sous-faisceaux a d£tecter FD soit reflechie par le 
separateur polarisant 602 alors que la pluralite de sous-faisceaux lumineux FE le traverse. 

Le miroir galvanometrique 603 peut par exemple etre mobile en rotation autour d'un axe situe dans 
le plan de la figure. Dans ce cas, le reseau de miroirs microscopiques 606 doit etre oriente de maniere a ce 
que la trajectoire d'un point 6clair£ dans 1'objet soit legerement oblique par rapport a un vecteur directeur 
du reseau periodique de points Claires, comme decrit par la trajectoire 500 de la figure 19, ce qui permet de 
scanner l'ensemble de I'objet a 1'aide d'un seul miroir galvanometrique. 

Le reseau de miroirs microscopiques 606 est plaqe dans un plan PI qui constitue le premier plan 
image, dans Iequel est pla<# le premier systeme de filtrage spatial. Le rdseau de miroirs 606 forme a la fois 
le premier systeme de filtrage spatial, qui filtre le faisceau lumineux FX provenant de 1'echantillon pour 
donner le faisceau a detecter FD, et le second systeme de filtrage spatial, qui divise le faisceau d'eclairage 
FX en une pluralite de sous-faisceaux FX2. 

Comme dans le premier mode de realisation, il aurait ete possible de mettre le miroir 
galvanometrique 603 dans le plan focal image de 1'objectif ou & proximite de ce plan. On a introduit les 
lentilles relais 609 et 610 pour illustrer la possibility d'une telle construction, qui se prete particulierement 
bien a la realisation d'un dispositif de balayage adaptable a tout type de microscope. 

La position du reseau 606 doit etre ajustee en rotation autour de 1'axe optique de maniere a ce 
qu'un vecteur directeur du reseau de points eclairs dans Tobjet observe soit legerement oblique par rapport 
a la trajectoire 500 d'un point dclaire lorsque le miroir 603 tourne, comme indiqud par la figure 19. La 
position du reseau 606 doit etre ajustee en translation dans le sens de Faxe optique de maniere que le reseau 
606 soit conjugue au CCD 613. Ces nJglages sont aisement realisables. 

Le present mode de realisation pr&ente 1'avantage d'etre peu couteux et de necessiter peu de 
reglages. II est bien adapts a une version bas cout de invention, destinee £ l'observation en fluorescence. 
L'appareil peut etre muni d'un systeme de deplacement vertical de 1'echantillon, auquel cas la quality de 
l'image obtenue peut etre amelior£e par une deconvolution tridimensionnelle. Une telle deconvolution 
permet d'ameiiorer la resolution et de supprimer la plupart des dtfauts dus aux reflexions parasites dans le 
systeme, et eventuellement de compenser les defauts lies a la faiblesse de la distance sdparant les points du 
reseau 606. Elle necessite la mesure prealable de la PSF ("Point Spread Function" en anglais) qui peut etre 
effectuee par imagerie d'une microbille fluorescente, selon une technique connue. 

Le dispositif a balayage confocal peut comprendre l'ensemble des elements contenus dans la zone 
limitee par le pointille 614. Dans ce cas Tutilisateur doit simplement connecter au systeme un microscope et 
un ocuiaire ou une camera. Toutefois, le dispositif a balayage confocal peut aussi ne comprendre que les 
dements compris dans la zone limitee par le pointille 615. Dans ce cas Tutilisateur est libre de choisir les 
lentilles 608 et 612, ce qui lui permet par exemple de modifier le grossissement du systeme par un choix 
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approprie de la lentille 612. II est egalement possible de rajouter une lentille dans le plan 607 afin de 
ramener a 1'infini le plan focal image du microscope, dans le cas ou celui-ci n'est pas exactement place dans 
un plan focal de la lentille de tube 609. 

Pour eviter l'usage d'un separates de faisceau polarisant et la perte d'intensite lumineuse qui en 
5 resulte, le dispositif peut etre modifie comme indique sur la figure 22. Sur la figure 22 les divers elements 
du dispositif sont les memes que sur la figure 20, les elements 602,603 et 605 etant toutefois remplaces 
respectivement par les elements 602b, 603b et 605b. Le miroir polarisant 602 est remplace par le mixoir 
simple 602b sur lequel se reflechissent le faisceau d'6clairage FX et la pluralite de sous-faisceaux a detecter 
FD. Le miroir galvanometrique 603b est a peu pres deux fois plus long que le miroir 603, et la lentille 605b 
10 est 6galement plus grande que la lentille 605. L'axe optique de la lentille 605b est decale par rapport a l'axe 
optique du feisceau d'eclairage FX provenant du miroir galvanometrique, de sorte que le faisceau d'eclairage 
FX arrive en biais sur le reseau de miroirs microscopiques 606. Les sous-faisceaux d'eclairage FX2 reflechis 
par le reseau 606 parviennent alors sur une zone du miroir 603b distincte de celle qui etait eclairee par le 
faisceau d'eclairage FX. Apres reflexion sur 603b, les sous-faisceaux d'eclairage FX2 passent a cote du 
15 miroir 602b. La pluralite de sous-faisceaux lumineux FE provenant de l'echantillon suit le trajet inverse de 
sorte qu'apres reflexion sur le reseau de trous microscopiques les sous-faisceaux a detecter FD parviennent 
au capteur. Le dispositif de la figure 22, pour sa simplicite de realisation et son efficacite, constitue le mode 
de realisation prefere pour l'observation en fluorescence avec un eclairage incoherent. 

Un avantage du present mode de realisation est que le faisceau d'eclairage FX est reflechi une 
20 premiere fois sur un miroir galvanometrique avant de parvenir au reseau de miroirs microscopiques. II est 
ensuite reflechi une seconde fois (faisceaux FX2) avant de parvenir a l'objet observe. De ce fait, la zone 
eclairee par le faisceau d'eclairage sur le reseau de miroirs microscopiques se deplace, alors que la zone 
eclairee dans l'objet observe reste fixe. Ceci difiere des precedents modes de realisation multipoints, dans 
lesquels la zone eclairee dans le plan image se deplace, et done la zone eclairee dans l'objet observe ne peut 
25 etre rendue fixe que si elle limitee par un diaphragme sitae dans le plan image, ce' qui cause une deperdition 
d'energie, ou en deplacant les points d'eclairage sur des trajectoires tres courtes, ce qui ne resout que 
partiellement le probleme et pose des problemes de synchronisation. 

La synchronisation du systeme peut Stre simplifie en utilisant le displacement de la zone eclairee 
sur le reseau de miroirs microscopiques. En effet, lorsque le faisceau d'eclairage, se deplacant sur le reseau 
30 de miroirs microscopiques, sort de la zone couverte de miroirs microscopiques, alors l'objet observe cesse 
d'etre eclaire. II suffit de faire coiincider cette extinction avec les positions extremes du miroir 
galvanometrique pour supprimer l'inhomogeneite d'eclairage causee par le ralentissement du deplacement 
des miroirs aux alentours des points extremes (stationnaires) de leur trajectoire. 

La figure 23 illustre ce principe de fonctionnement. La figure 23 (a) montre la plaque 606 sur 
35 laquelle se trouve un reseau de miroirs microscopiques 160 1. On a egalemment representd la zone 1602 
eclairee par le faisceau d'eclairage lorsque le miroir galvanometrique 603 atteint une position extreme de 
son n.ouvement d'oscillation. Dans la position indiqude sur la figure 23(a) la zone eclairee est en-dehors de 
la zone couverte de miroirs microscopiques, le faisceau d'eclairage traverse done la plaque sans etre reflechi, 
et l'objet observe n'est pas eclaire. Dans cette position la plaque 606 permet done de supprimer le faisceau 
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d'eclairage avant qu'il ne parvienne a l'objet observe. La zone 1602 se deplace sur la plaque 1600 mais dans 
la position extreme representee sur la figure 23(a) sa vitesse de deplacement s'anriule avant que le 
deplacement de la zone eclairee reprenne dans la direction indiquee par la fleche 1603. La zone eclairee 
1602 traverse alors la zone 1601 couverte de miroirs microscopiques, a une vitesse a peu pres constante, 
5 comme indique par les figures 23 (b) a 23(f). Pendant cette phase l'objet observe est eclaire. Lorsque la 
position du miroir mobile atteint l'extreme inverse de son mouvement d'oscillation, la zone eclairee sort de 
la zone couverte de miroirs microscopiques et sa vitesse s'annule, comme indique par la figure 23 (g). 
L f objet observe cesse a nouveau d'etre eclaire. La zone Eclairee 1602 repart alors Hans la direction opposee 
pour une autre traversee de la zone 1601 couverte de miroirs microscopiques. Si une camera est utilisee 
10 pour la detection du signal, le mouvement du miroir galvanometrique peut etre synchronise avec 

l'acquisition par la camera. Pendant le temps d ! exposition de la camera, la zone eclairee 1602 peut par 
exemple effectuer une ou plusieurs traversees completes de la zone 1601. 

On a indique sur la figure 23 un miroir microscopique particulier 1604. La figure 24 illustre le 
mouvement dans l'objet de Timage geom£trique 1702 du miroir 1604 , et done du point eclaire 
15 correspondant dans l l objeL Le miroir 1604 peut etre assimile a un point du premier plan image PI, dans 
lequel se trouve la vitre 606. La figure 24(b) represente la position de Hmage geometrique 1702 du miroir 
microscopique 1604, ainsi que la zone observee 1701 qui est 1'image geometrique de la zone eclairee 1602 
sur la plaque 606, ce pour une position de la zone eclairee 1602 sur la plaque 606 qui est celle representee 
par la figure 23(b). Le point 1702 se deplace suivant la direction indiquee par une fleche mais n'a pas 
20 encore atteint la zone 1701, n'est done pas encore eclair^ Ceci traduit le fait que sur la figure 23(b) la zone 
eclairee 1602 n'a pas encore atteint le point 1604. Le point 1702 parvient ensuite a la zone observee 1701 
comme indique sur la figure 24(c) et commence done a etre Eclaire, ce qui traduit le fait que la zone Eclairee 
1602 parvient au point 1604 comme indique sur la figure 23(c). Le point 1702 est alors eclaire et traverse la 
zone 1701 a vitesse constante, comme indique sur la figure 24(d), ce qui traduit le fait que le point 1604 est 
25 dans la zone eclairee comme indique par la figure 23(d). Le point 1702 parvient a la limite de de la zone 
observee, comme indique sur la figure 24(e) qui traduit le fait que le point 1604 est a la limite de la zone 
eclairee 1602, comme indique sur la figure 23(e). Le point 1702 sort alors de la zone observee et cesse alors 
d'etre eclaire, comme indique sur la figure 24(f), ce qui traduit le fait que la zone eclairee 1602 a depasse le 
point 1604, comme indique sur la figure 23(f). Le point 1702 continue alors a se depla^er a vitesse 
30 constante puis sa vitesse s'annule et il change de direction pour revenir vers la zone observee. Lorsque la 
vitesse de deplacement du point 1702 s'annule, la vitesse de deplacement de la zone eclairee 1602 sur la 
plaque 606 s'annule Sgalernent, et cette zone est done dans une des positions illustrees par les figures 23(a) 
et 23(g). Lorsque la vitesse de deplacement du point 1702 s'annule, la totalite du faisceau d'eclairage est 
done supprimee. La plaque 606 agit comme un dispositif de limitation supprimant la partie du faisceau 
35 d'eclairage qui passe en-dehors d'une surface de selection coincidant avec la zone 1601 couverte par le 

r&eau de miroirs microscopiques. Lorsque la vitesse de deplacement du point 1702 (ou de tout autre point 
equivalent) s'annule, la totalite de la zone 1602 eclairee par le faisceau d'eclairage est en-dehors de la 
surface de selection 1601, et le faisceau d'eclairage 1601 est entierement supprime. La zone observee est 
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done traversee successivement par un ensemble de points eclaires qui la traversent chacun a vitesse 
constante. Les variations de vitesse des points iclaires sont effectivement supprimees par cette m&hode. 

La figure 25 represente l'allure d'une partie du reseau de miroirs microscopiques reflechissants 
1601, dans le cas d'un reseau a maille hexagonale. Les vecteurs de base du reseau sont u et v, comme 

5 represents sur la figure. Ce reseau comprend un ensemble de miroirs microscopiques reflechissants, 

represents en grise. La droite 1623 passe par le centre du miroir microscopique 1625 et est orientee dans le 
sens du displacement de la zone illuminee 1602 sur le reseau, qui est egalement le sens du deplacement de 
Timage geometrique sur le reseau d'un point fixe de Tobjet observe. La droite 1624 est dirigee selon un 
vecteur de base du reseau et passe par le centre du miroir microscopique 1625. Le miroir microscopique 

10 1627 est le premier miroir se trouvant sur une droite 163 1 orthogonale a la droite 1624, et passant par le 
centre du miroir microscopique 1626. Le point 1630 est Intersection des droites 1624 et 1623. On note : 
Dl la distance entre le centre du miroir 1627 le point 1630. 
D2 la distance entre le centre du miroir 1626 et le centre du miroir 1627. 

N le nombre de miroirs microscopiques se trouvant sur la droite 1624 entre les points 1625 et 1626, y 
15 compris ces points. 

Pour que les conditions de balayage soient optimales il fout que N soit suffisamment grand et verifie en 
outre 1'inegalite D1=D2/N. Par ailleurs, le reseau etant etendu au-dela des points indiques sur la figure, le 
nombre total de points sur la droite 1624 doit etre un multiple de N, et les limites du reseau doivent etre 
orthogonales a la droite 1624. 

20 Plus la zone 1601 est Vendue dans le sens du deplacement de la zone dclairee 1602, plus la 

deperdition d'energie lumineuse, liee a la non-reflexion du faisceau sur la plaque 606 aux points extremes 
du deplacement de la zone eclairde sur la plaque 606, peut etre minimisee. Toutefois cette technique cause 
toujours une certaine deperdition d'energie. Cette deperdition peut etre evitee par exemple en modifiant le 
mouvement du miroir galvanometrique, et done la trajectoire d'un point geometrique 1702 image du point 

25 1604, de telle maniere que la zone eclair^e 1602 reste dans la zone 1601 couverte par le reseau de miroirs 
microscopiques. Toutefois, si le changement de direction du point 1702 aux points extremes de sa trajectoire 
n ! est pas suffisamment rapide, cette technique cree des inhomogen&tes d'eclairage dans i'objet observe et 
done une variation de la "Point Spread Function" (PSF) tridimensionnelle en fonction du point considere. 
Du fait que le reseau de miroirs microscopiques est periodique, la dependance de cette PSF en fonction du 

30 point considere est elle-meme periodique. Les inhomogeneites d^clairage peuvent §tre corrigees par des 
algorithmes de traitement d'image appropries. 

Les algorithmes de deconvolutions usuels consistent a calculer en chaque point de Tobjet une 

valeur: 

V(r 0 ) = H\D{r-r,)l{ryr 
35 ou r 0 est le vecteur position du point considere, r est un vecteur position variable, ou la fonction de 

deconvolution D(r - r 0 )permet d ! inverser la PSF, et ou l(f) est Timage non d6convoluee obtenue a partir 
d'une serie d'images confocales bidimensionnelles obtenues chacune pour un plan observe different, un 
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positionneur piezoelecrtique suivanl l'axe z (vertical) dtant utilise pour l'acquisition d'une telle s^rie 
d'images. Ce calcul peut se faire dans Ie domaine frequentiel a Taide de techniques de transfonnee de 
Fourier tridimensionnelles connues, ou dans le domaine spatial a 1'aide de techniques de filtrage. 

Lorsque les inhomogeneites d'eclairage ne sont pas trop fortes, ou lorsque le diametre des miroirs 
5 microscopiques est faible (inferieur a une demi tache d'Airy), les inhomogeneites d'eclairage peuvent etre 
compensees par une multiplication de l'image tridimensionnelle l(r) par une fonction appropriee C(r) , 
periodique suivant les memes vecteurs de base que le reseau de points d'eclairage dans 1'objet observe, et 
compensant directement les variations d'illumination. Cette fonction C(r) peut etre obtenue par exempie 
en observant un objet plat uniformement fluorescent, dont on obtient alors une image non d£convoIuee 

10 / 0 ( r ) • On a alors C(r) = r \ \ • La multiplication de l(r) par C(r) peut etre suivie ou non par une 

Joy) 

deconvolution du type habituel. 

Dans le cas le plus general, la dependance spatiale de la fonction de deconvolution transfonne 
1'equation decrivant la deconvolution en: 

15 ou D(r 0 h ;r-r 0 ) est dependante de la composante horizontale rfdu vecteur r 0 mais est periodique en 
cette variable, a savoir: 
^('oV - r 0 ) = D(r 0 h + ku + hrr -r 0 ) 

ou u et v sont les vecteurs de base du reseau de points d'eclairage dans I'objet observe et ou k et / sont des 
nombres entiers arbitraires. La fonction D(tq ; r - r 0 ) peut etre obtenue sur une maille du reseau 

20 periodique de points d'eclairage, ce qui permet ensuite de 1'obtenir sur I'ensemble de I'objet En chaque point 
d'une maille du reseau, elle peut etre obtenue en inversant, dans le domaine frequentiel (c'est-a-dire en 
representation de Fourier), une PSF mesuree en ce point en depla<?ant une microbille fluorescente amour du 
point, la valeur P(r) de la PSF &ant la valeur d'intensite mesurde au point de mesure lorsque la position 
de la microbille par rapport au point de mesure est definie par le vecteur r . 

25 Le dispositif de la figure 22 peut etre complete par un deuxieme miroir galvanometrique, de 

maniere a pouvoir eflfectuer un balayage bidimensionnel comme dans le deuxieme mode de realisation, Le 
schema resultant est montrd sur la figure 26 ou on a ajoute un miroir galvanometrique 615 et deplace en 
consequence les autres dements. L'axe de rotation du miroir 615 est orthogonal a celui du miroir 603b. En 
commandant en quadrature les deux miroirs, il devient possible de faire suivre une trajectoire circulaire ou 

30 bidimensionnelie a chaque point 6claire. Cette trajectoire est par exempie similaire a la trajectoire 505 de la 
figure 19. L'avantage d'une telle trajectoire est qu'eUe ne cause aucune d£perdition d^nergie. Toutefois, 
cette trajectoire gdnfcre des inhomog£n£ites d'telairage periodiques, qui peuvent etre compensees comme 
prec6demment en utilisant une fonction de deconvolution dependant du point consid£r£ ou en multipliant 
Timage non ddconvolute par une fonction de compensation des inhomog£n£it& d'eclairage. 
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Une technique similaire peut etre utilisee en eclairage laser, le faisceau d'eclairage devant alors etre 
reflechi une premiere fois sur les miroirs galvanometriques avant de parvenir au reseau de microlentilles. 
Un tel dispositif, derive de celui de la figure 6, est represents sur la figure 27. Des miroirs 162 et 161 onl 
ete ajoutes pour modifier la trajectoire du faisceau d'eclairage, et le laser 100 et la lentille 101 ont ete places 
5 en amont des miroirs galvanometriques. Le miroir 115 a ete remplace par un separateur de faisceau 
dichroi'que 164. De preference, le faisceau laser issu de 100, represente en pointilles epais, est focalise par la 
lentille 101 sur le miroir galvanometrique 112, qui est seul mobile et qui est egalement dans un plan focal 
de la lentille 116. Le mouvement angulaire du miroir galvanometrique se traduit alors par un deplacement 
du faisceau d'eclairage sur le reseau de microlentilles 103. Si le reseau de microlentilles 103 est prolonge 
10 par un diaphragme absorbant 163, alors il suffit d'amener le faisceau laser d'eclairage entiereinent sur le 
diaphragme 163, pour generer une extinction. Ceci permet done comme precedemment d'eteindre le 
faisceau aux extremites de la trajectoire. 

Mode de realisation gimgljfie avec un dispositif de filtraee spatial constitue d'un r&eau de troiis 
15 micoscopiques. 

Le mode de realisation de la figure 28 est un mode de realisation simplifie en lumiere laser, ne 
comprenant qu'un seul miroir galvanometrique, et utilisant comme systeme de filtrage spatial un reseau de 
trous microscopiques. Du fait de sa simplicity en particulier en termes de synchronisation et en ce qui 
concerne le nombre de miroirs galvanometriques utilises, il constitue un mode de realisation prefere en 
20 eclairage laser. 

Le faisceau d'eclairage FX issu du laser 1500 est couple par I'intermediaire d'une lentille 1501 a 
une fibre optique 1502 qui le transporte jusqu'au dispositif de balayage. II est alors transforme en un 
faisceau paraliele par les lentilles 1503, 1504,1505. II est refocalise par la lentille 1506 sur le miroir 
galvanometrique 1507 qui le reflechit. D traverse la lentille 1508 dont le plan focal objet est sur le miroir 

25 1507. II parvient au reseau de microlentilles 1509 pla$e dans le plan focal image de la lentille 1508. 

II est divise par ce reseau de micro-lentilles en une plurality de sous-faisceaux d'eclairage FX2, qui 
est ensuite reflechie par le miroir 1511 puis par le miroir dichnrfque 1512. II traverse la lentille 1513 formee 
de deux lentilles separees dont on peut ajuster la separation afin d'ajuster precisement la distance focale. II 
est reflechi par le miroir 1514 puis par le miroir galvanometrique 1515, traverse une lentille 1516 puis un 

30 diaphragme 15 17. La lentille 15 16 a un plan focal sur le miroir 15 15 et un autre plan focal sur le 

diaphragme 1517. La lentille 1513 a un plan focal dans le plan de Realisation 1510 des sous-faisceaux issus 
du reseau de microlentilles 1509, et un autre plan focal sur le miroir galvanometrique 1515. Le diaphragme 
1517 est monte dans un plan image du microscope, et le faisceau traversant ce diaphragme parvient ensuite, 
par la lentille de tube et l'objectif, a 1'echantillons, ces elements n'etant pas representes sur le dessin. 

35 Le faisceau lumineux FE emis par fluorescence par rechantillon parvient a son tour au plan image 

ou se trouve le diaphragme 1517, via l'objectif et la lentille de tube. II est reflechi par le miroir 
galvanometrique 1515, par le miroir 1514, traverse la lentille 1513 et le cube dichroique 1512, est reflechi 
par le miroir 1518, traverse le reseau de trous microscopiques 1519. 
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Le faisceau a detecter FD issu de ce reseau de trous microscopiques traverse ensuite I'ensemble de 
miroirs 1520 represente sur la figure 8 en vue suivant la direction V. 11 est reflechi par le miroir 152 1, 
traverse la lentille 1522 identique a la lentille 1513, est refiechi par la seconde face du miroir 
galvanometrique 1515, traverse la lentille 1523, et est focalise sur un capteur 1524 situe dans un plan focal 
5 image de la lentille 1523. 

Le dispositif peut etre modifie comme indique sur la figure 29 de maniere a permettre 1'observation 
en lumiere blanche reflechie. Sur le dispositif de la figure 29 le faisceau d'eclairage FX provenant d'une 
source de lumiere incohdrente 1550, par exemple une lampe a arc au Xenon, traverse ensuite une lentille 
1551 et un diaphiagme 1552, puis une lentille 1553. Le faisceau d'eclairage traverse ensuite la lentille 1554 
10 et parvient au reseau de trous microscopiques 1555 qui le separe en une pluralite de sous-faisceaux et qui est 
plage dans un plan focal image commun des lentilles 1554 et 1513. Le cube dichroique 1512 est rempla$e 
par un cube separateur neutre en longueur d'onde, par exemple semi-r6fl£chissant Le dispositif ainsi 
modifie permet 1'observation en lumiere refiechie. II constitue un mode de realisation pr£fer£ pour 
l'observation en lumiere refiechie, pour laquelle il est preferable au dispositif de la figure 22 qui ne peut pas 
15 eiiminer totalement la "stray light". 

Que Ton utilise la lumiere blanche refiechie ou la fluorescence excitee par laser, les points 
d'eclairage dans l'objet doivent etre suffisamment rapproches les uns des autres et le reseau de points 
d'eclairage dans l'objet doit £tre correctement oriente par rapport a la direction du deplacement de ces points 
qui est g^nere par le mouvement du miroir galvanometrique 1515. Ceci permet 1'utilisation de la technique 
20 de balayage a un seul miroir, sur le principe deja decrit sur la figure 19. Le miroir galvanometrique 1507 a 
pour vocation de permettre le deplacement de la zone eclairee sur le dispositif de separation du faisceau en 
sous-faisceaux, qui peut etre indifferemment le reseau de lentilles 1509 ou le reseau de points 
microscopiques 1555, de maniere & pouvoir utiliser la technique decrite sur la figure 23, ou la partie 
transparente de la plaque transparente 1600 est maintenant rempla?ee par un diaphragme 1556 ou 1529, et 
25 ou la zone 1601 de cette plaque est remplagie par le r&eau de trous microscopiques 1555 ou le reseau de 
microlentilles 1509. Le miroir galvanometrique 1507 doit etre synchronise avec le miroir galvanometrique 
1515 et Tamplitude de son deplacement doit etre appropriee, de maniere a ce que la zone eclainfe dans 
l'objet, correspondant a l'image geometrique de la zone eclairee dans le plan 1510 ou sur le reseau de trous 
microscopiques 1555, soitfixe. 
30 11 est egalement possible de ne pas utiliser le miroir 1507 ou de le rempla^er par un miroir fixe. La 

technique de balayage de l'echantillon est alors modifiee et le diaphragme 1517 est utilise pour delimiter la 
zone observee. La figure 30 illustre la technique de balayage qui peut alors etre utilisee. Du fait du 
mouvement du seul miroir 1515, la zone eclairee sur l'echantillon se deplace. La figure 30 (a) represente le 
diaphragme 1517 comportant une ouverture 161 1, ainsi que la zone eclairee 1612 qui est constituee d'un 
35 reseau de points microscopiques eclairs se deplagant sur le diaphragme. Lorsque le miroir est dans une 
position extreme de son mouvement oscillant, la zone eclairee 1612 est dans la position indiquee par la 
figure 30 et la pluralite de sous-faiscaux d'eclairage est entierement arretee par le diaphiagme. Lorsque le 
miroir tourne, la zone eclairee 1612 se deplace et traverse 1'ouverture du diaphragme comme indique sur la 
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figure 30(b). La zone eclairee parvient alors de l'autre cote du diaphragme, comme indique sur la figure 
30(c), et sa vitesse de deplacement s'annule alors. La vitesse de deplacement ne s'anulant que pour les 
positions extremes de la zone eclairee sur le diaphragme, dans lesquelles le faisceau d'eclairage est 
entierement arrete par le diaphragme, l'ouverture du diaphragme se trouve balayee par des points se 
5 depla^ant a vitesse a peu pres constante. Le diaphragme 1517 constitue igi un dispositif de limitation 
arretant la partie du faisceau d'eclairage qui passe en dehors d'une surface de selection constituee par son 
ouverture. 

Plus la zone eclairee 1612 est etroite, plus la deperdition de lumiere peut etre minimisee. 
Neanmoins, plus cette zone est etroite plus la densite du reseau de points d'eclairage doit etre elevee, ce qui 
10 limite retroitesse de la zone. En general, la solution consistant a utiliser le miroir 1507, bien que plus 
couteuse, est techniquement preferable. 

Le dispositif de balayage confocal peut par exemple comprendre 1'ensemble des Elements contenus 
dans la zone d61imitee sur la figure par le pointing 1525. Dans ce cas l'utilisateur doit simplement relier au 
scanner une camera, un microscope, et une source d'eclairage. Toutefois, le dispositif de balayage confocal 
15 peut egalement se limiter a 1'ensemble ddlimite sur la figure par les pointilles 1526. Dans ce cas, Tutilisateur 
doit Egalement relier au dispositif des lentilles 1516 et 1523 fournies separement. L'avantage de cette 
solution est que la liaison se fait dans une zone afocale, ce qui la rend moins sensible aux erreurs de 
positionnement, et que les utilisateurs peuvent choisir les lentilles utilisees, ce qui leur permet par exemple 
de modifier le grossissement du systeme. 

20 

Movens pour modifier les caracteristiques de filtrage spatial et/ou les caracteristiques de division du 
faisceau d'6clairage en sous-faisceaux. 

Dans Pensemble des modes de realisation il est possible de modifier les caracteristiques de filtrage 
spatial et eventuellement les caracteristiques du systeme de division du faisceau en sous-faisceaux. Par 

25 exemple, le premier systeme de filtrage spatial peut etre monte de maniere amovible, pour etre echangeable 
manuellement. Toutefois, il est souvent souhaitable que la modification du systeme de filtrage spatial puisse 
etre commandee, par exemple a Taide d'un moteur eiectrique. 

Par exemple, lorsque le systeme de filtrage spatial est un reseau de trous microscopiques, par 
exemple le reseau 130 de la figure 6 ou le reseau 1519 de la figure 29, il peut etre constitue de deux plaques 

30 1700 et 1710 glissant Tune contre l'autre, la position relative de ces plaques permettant de contrdler la taille 
des trous microscopiques. La premiere plaque 1700 est representee sur la ^gure 31. Elle compone par 
exemple les trous microscopiques 1701 a 1705. La deuxieme plaque 1710 est representee par la figure 32 et 
comporte par exemple le trou microscopique 1711. Lorsque les deux plaques 1700 et 1710 sont pla9ees Tune 
contre l'autre, et lorsque le trou 1701 est amene en regard du trou 171 1, le filtre spatial forme par 1'ensemble 

35 des deux plaques est identique a celui qui serait forme par la plaque 1710 seule, chacun des trous 
microscopiques de la plaque 1710 etant en regard d l un trou de meme diametre de la plaque 1700. Lorsque la 
plaque 1700 est depla^ee suivant la direction de la fleche indiquee sur la figure 32, le trou 1702 peut etre 
mis en regard du trou 1711. Le trou 1702 ayant un diametre inferieur au trou 1711, le diametre du trou 
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centre sur 1711, dans I'ensemble forme des deux plaques 1700 et 1710, est limite par le trou 1702. 
L'ensemble constitue par les deux plaques 1701 et 171 1 est alors un reseau de trous microscopiques, mais le 
diametre de chaque trou de ce reseau est celui du trou 1702. En amenant successivement en regard du trou 
1711 les trous 1703, 1704, 1705, U est possible de donner differentes valeurs au diametre de chaque trou 
5 microscopique du reseau forme par rassemblage des deux plaques 1700 et 1710 placees I'une contre I'autre. 
Chacune de ces deux plaques peut par exemple etre obtenue par depot d'une couche metallique sur une vitre 
de verre, suivi d*une opetation de litographie optique pennettant d'obtenir les trous microscopiques. Lorsque 
les deux plaques sont pla<?ees Tune contre I'autre, les couches metalliques des deux vitres doivent de 
preference etre en contact direct, une couche d'huile optique pouvant eventuellement raciliter leur 
10 mouvement relatif. Le mouvement relatif des deux plaques peut par exemple etre commande a 1'aide d'un 
positionneur utilisant un moteur electrique pas a pas. 

Lorsque le systeme de filtrage spatial est un reseau de miroirs microscopiques 606 comme sur la 
figure 22, il n'est pas possible d*utiliser la methode precedente. Le systeme de filtrage spatial peut alors etre 
constitue d'une plaque 1720 representee sur la figure 33, et comportam plusieurs reseaux de miroirs 
15 microscopiques 1721 a 1726. La plaque 1720 peut etre montee sur un dispositif de positionnement une 
dimension, comprenant de preference un rail de guidage, motorise a l'aide d'un moteur electrique, et 
pennettant son defacement dans le sens de la fleche indiquee sur la figure 33. En deplacant la plaque 
suivant la fleche indiquee sur la figure 33, on peut amener successivement chacune des zones 1721 a 1726 
sur le chemin du faisceau d'eclairage. Les reseaux de miroirs microscopiques 1 721 a 1726 peuvent diS6rer 
20 entre eux par le diametre des miroirs microscopiques et/ou par les vecteurs de base des reseaux, et done la 
densite des reseaux De maniere equivalente, on peut utiliser une plaque 1730, representee sur la figure 34, 
pouvant etre deplacee suivant deux directions, et pouvant done comprendre d'avantage de reseaux de 
miroirs microscopiques. Les reseaux de miroirs microscopiques peuvent etre realises chacun sur une vitre et 
etre superposes sur une plaque porteuse 1720 ou 1730. lis peuvent egalement etre realises directement sur la 
25 plaque porteuse. Si le systeme de filtrage spatial est un reseau de trous microscopiques, un dispositif 
equivalent peut etre realise, dans lequel les reseaux de miroirs microscopiques sont remplaces par des 
reseaux de trous microscopiques. Un positionnement constant et precis des trous microscopiques est plus 
difficile a obtenir avec ce systeme qu'avec le systeme forme de deux plaques parallels representees sur les 
figures 31 et 32. II est done preferable d'utiiiser cette technique lorsque le systeme de filtrage spatial joue en 
30 meme temps le role de filtre spatial et de dispositif de division du faisceau, comme sur le dispositif 606 de la 
figure 22 ou le dispositif 105 de la figure 18. 

Dans les autres cas, un dispositif d'echange de filtre necessitant une precision mecanique moderee 
peut egalement etre conpu, mais le systeme de filtrage spatial et le dispositif de separation des faisceaux 
d'eclairage en sous-faisceaux doivent de preference etre solidarises dans un bloc mobile echangeable. Par 
35 exemple, dans le dispositif de la figure 16, les reseaux de trous microscopiques 105 et 130 ainsi que le 
miroir dichroique 104 peuvent etre solidarises en un seul bloc represent sur la figure 17. Plusieurs de ces 
blocs peuvent etre associes comme indique sur la figure 35 qui montre un ensemble de trois blocs 1741, 
1742, 1743 solidarises, et deplacables d'un seul tenant. La figure 35(a) est une vue de cote (meme direction 
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d'observation que sur la figure 16) et la figure 35(b) est une vue de cote suivant la direction V indiquee sur 
la figure 16. En depla<?ant l'ensemble suivant la direction indiquee sur la figure 35(b), on peut amener Tun 
ou l'autre des trois blocs sur le chemin du faisceau lumineux. L'ensemble peut Stre inclu dans un dispositif 
mecanique assurant en particulier une diaphragmauon adaptee, de maniere a ce que les cubes non utilises 

5 ne resolvent pas de lumiere, et pennettant un deplacement motorise. Les cubes 1741 a 1743 peuvent differer 
entre eux par le diametre des trous microscopiques ou la density des r&eaux de trous microscopiques. 
Chaque cube comporte un r£seau de trous microscopiques 1751 constituant le premier filtrage spatial, qui 
est roonte mobile soiidairement avec le dispositif de separation du faisceau en sous-faisceaux et ie miroir 
dichxoYque. Dans le cas ou un reseau de microlentilles est utilise comme sur la figure 6, un dispositif 

10 similaire peut etre realise, le reseau de microlentilles, le filtre spatial et le miroir dichrolque 6tant integre 
dans un bloc, et plusieurs blocs 6tant integres en un ensemble mobile. 



Applications industrielles 

Le present dispositif de balayage optique, integre a un microscope confocal, peut etre utilise pour 

15 rimagerie en fluorescence et en temps reel d'objets biologiques. Equips d'un eclairage laser, il permet une 
imagerie a la Vitesse la plus &evee. Equipe d'6clairage incoherent, il permet une imagerie en fluorescence 
avec une gamme complete de longueurs d'ondes d'excitation. L'image confocale obtenue a l'aide du present 
dispositif se prete bien a Vutilisation d'algorithmes de deconvolution tridimensionnelle qui permettent d'en 
accroitre la resolution. Le present dispositif de balayage optique, dans une version adaptee, peut egalement 

20 atre utilise pour rimagerie en reflexion, par exemple pour Tobservation de circuits en micro£lectronique, ou 
pour Tobservation en profondeur d'echantillons vivants (peau par exemple) auquel cas c'est le faisceau 
lumineux diffracts vers Tarriere par 1'objet observe qui est mesure. 
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Revendications 



10 



1-Dispositif a baJayage optique confocal destine a permettre une visualisation d*un objet a observer (1107) 
eclaire par une source lumineuse (1 100), le dispositif comprenant : 

- un systeme optique adapte, d'une part, pour fbcaliser un faisceau d'eclairage (FX) provenant de la source 
lumineuse en au moins un point d'eclairage (FXO) isole et entoure par une zone non eclairee, ledit au moins 
un point d'eclairage (FXO) etant destine a <5clairer un point de 1'objet a observer (1 107), et d'autre part, pour 
focaliser un faisceau lumineux (FE) provenant du point eclaire de I'objet (1107) en un point lumineux 
(FEO) dans un premier plan image (PI), 

- au moins un miroir (1104) monte mobUe en rotation et sur lequel sont reflechis, d'une part, le faisceau 
d'eclairage (FX) pour permettre audit au moins un point d'eclairage (FXO) de balayer I'objet a observer 
(1107) suivant un plan observe, et d'autre part, le faisceau lumineux (FE) provenant du point eclaire de 
I'objet pour amener le point lumineux (FEO) en un point fixe sur le premier plan image (PI), 

- un premier systeme de filtrage spatial (1203) dispose dans le premier plan image (PI) et adapte pour filtrer 
1 5 le point lumineux (FEO) pour obtenir un faisceau a detecter (FO) issu du point lumineux filtre, 

caracterise en ce que le systeme optique et le premier systeme de filtrage spatial (1203) sont adaptes pour 
renvoyer le faisceau a detecter (FD) sur ledit miroir (1104) mobile en rotation, et en ce que le systeme 
optique est egalement adaptd pour focaliser ledit faisceau a detecter (FD), reflechi sur le miroir mobile, en 
un point a detecter (FDO) dans un second plan image (P2) pour obtenir, dans ledit second plan image (P2), 
un deplacement dudit point a detecter (FDO) proportionnel au deplacement du point eclaire dans le plan 
observe de I'objet : 



20 



25 



2- Dispositif selon la revendication 1, dans lequel le systeme optique comprend des moyens (103 ; 105 .; 606) 
pour diviser le faisceau d'eclairage (FX) en une pluralite de sous-faisceaux d'eclairage (FX;FX2) et le 
systeme optique est adapte, d'une part, pour focaliser la pluralite de sous-faisceaux d'eclairage en une 
pluralite de points d'eclairage correspondants sur le plan observe de I'objet, et d'autre part, pour focaliser la 
pluralite de sous-faisceaux lumineux provenant de la pluralite de points eclaires de I'objet en une pluralite 
de points lumineux siu-le premier systeme de filtrage spatial (130; 606) et le premier systeme de filtrage 
spatial est adapte pour filtrer individuellement chaque point lumineux issu de chaque point eclaire de I'objet 

30 afin d'obtenir une pluralite de sous-faisceaux a detecter correspondants. 

3- Dispositif selon la revendication 2, dans lequel le systeme optique est adapte pour que la position d'une 
image geometrique d'un point geometrique fixe de I'objet (114), dans le second plan image (P2), soit 
independante de la position en rotation du miroir (110,112) monte mobile, autour de ses axes de rotation. 
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4- Dispositif selon la revindication 3, dans Iequel le systeme optique est adapte pour que la position d'une 
image geometrique d'un point geometrique fixe de 1'objet (114), dans le second plan image (PI), soit 

5 independante de la position en rotation du miroir (1 10,1 12) monte mobile, autour d'au moins trois axes de 
rotation non coplanaires. 

5- Dispositif selon une des revendications 2 a 4, coraportant des moyens pour modifier les caracteristiques 
de filtrage spatial du premier systeme de filtrage spatial. 

10 

6- Dispositif selon la revendications 5, dans Iequel le premier systeme de filtrage spatial (130;606) comporte 
au moins un element mobile ou amovible (1720;1700)> pour modifier les caracteristiques de filtrage spatial 
du premier systeme de filtrage spatial. 

15 7- Dispositif selon la revendication 6, dans Iequel le premier systeme de filtrage spatial 
(130;606;1720;1751) est monte de maniere mobile ou amovible, pour etre Template par un autre premier 
systeme de filtrage spatial. 

8- Dispositif selon Tune quelconque des revendications 2 a 7, dans Iequel les moyens pour diviser le faisceau 
20 d'eclairage en une pluralite de sous-faisceaux d^clairage sont formes par le premier systeme de filtrage 

spatial (606). 

9- Dispositif selon la revendication 8, dans Iequel ledit premier systeme de filtrage spatial (606) comprend 
une plaque non reflechissante pouivue d'une plurality de miroirs microscopiques reftechissants (650). 

25 

10- Dispositif selon la revendication 9, dans iequel ledit au moins un miroir (603) monte mobile comprend 
une face de reflexion, et le systeme optique est adaptd pour que la face de reflexion dudit au moins un miroir 
(603) monte mobile reflechisse la pluralite de sous-faisceaux d'eclairage (FX2) issue du premier systeme de 
filtrage spatial (606) vers l'objet a observer, la pluralite de sous-feisceaux lumineux (FE) vers le premier 

30 systeme de filtrage spatial (606) et la pluralite de sous-faisceaux a detecter (FD) vers le second plan image 
(P2). 

1 1 - Dispositif selon la revendication 10, dans Iequel la face de reflexion refldchit le faisceau d'eclairage (FX) 
issu de la source lumineuse vers le premier systeme de filtrage spatial (606). 
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12-Dispositif selon Vune ou l'autre des revendications 10 ou 11, dans lequel le systeme optique comprend 
une lentille (605) disposee pour etre traversee par la pluralite de sous-faisceaux d'eclairage (FX2) dirigee du 
5 premier systeme de filtrage spatial (606) vers le miroir (603) monte mobile, par la pluralite de sous- 
faisceaux lumineux (FE) dirigte dudit miroir (603) mobile vers le premier systeme de filtrage spatial (606), 
et par la pluralite de sous-faisceaux & d£tecter (FD) dirigee dudit premier systeme de filtrage spatial (606) 
vers le miroir (603) monte mobile. 

10 13-Dispositif selon la revendication 12, dans lequel la lentille (605) est en outre disposee pour etre traversee 
par le faisceau d'eclairage (FX) issu de la source lumineuse et dirigd vers le premier systeme de filtrage 
spatial (606). 

14-Dispositif selon l'une quelconque des revendications 2 a 7, dans lequel le systeme optique comprend une 
15 separatrice (1512) pour sdparer la pluralite de sous-faisceaux d'eclairage (FX, FX2) dirigee vers l'objet a 
observer, du faisceau lumineux (FE) provenant de l'objet a observer vers le premier systeme de filtrage 
spatial (1519), afin que le premier systeme de filtrage spatial (1519) ne soit pas atteint par le faisceau 
d'eclairage (FX). 

20 15- Dispositif selon la revendication 14, dans lequel le premier systeme de filtrage spatial (1519) est une 
plaque absorbante et/ou reflechissante pourvue d'une pluralite de trous microscopiques traverses dans un 
seul sens par le faisceau lumineux (FE), 

16- Dispositif selon la revendication 15, dans lequel les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en une 
25 plmalM de sous-faisceaux (1555' 9 1509) 9 le premier systeme de filtrage spatial (1519), et la separatrice 
(1512), sont solidaires les uns des autres et font partie d'un ensemble de division et de filtrage, et dans 
lequel l'ensemble de division et de filtrage est monte" de maniere amovible ou mobile, pour etre rempla?e par 
un autre ensemble de division et de filtrage. 

30 17-Dispositif selon une des revendications 14 & 16, dans lequel les moyens pour diviser le faisceau 
d'eclairage en une pluralite de sous-faisceaux sont formes par un second systeme de filtrage spatial (1555) 
constitue par une plaque pourvue d'une pluralite de trous microscopiques traverses dans un seul sens par le 
faisceau d'dclairage (FE). 
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18- Dispositif selon one des revendications 14 a 16, dans lequel les moyens pour diviser le faisceau 
d'eclairage en une pluralite de sous-faisceaux comprennent un support comportant une pluralite de micro- 

5 lentilles (1509). 

19- Dispositif selon une des revendications 2 a 7, dans iequel ies moyens pour diviser le faisceau d'eclairage 
en une pluralite de sous-faisceaux comprennent un support comportant une pluralite de micro-lentilles, et 
dans lequel le premier systeme de filtrage spatial comporte une pluralite de trous microscopiques traverses 

10 par la pluralite de sous-faisceaux d'eclairage. 

20- Dispositif selon la revendication 19, dans lequeJ le support comportant une plurality de micro-lentilles, 
et le premier systeme de filtrage spatial, sont solidaires Tun de l'autre et constituent un ensemble de division 
et de filtrage, et dans lequel l'ensemble de division et de filtrage est monte de maniere amovible ou mobile, 

15 pour etre remplage par un autre ensemble de division et de filtrage. 

21- Dispositif selon Tune quelconque des revendications 2 a 7, dans lequel les moyens (105 ; 103) pour 
diviser le faisceau d'eclairage (FX) en une pluralite de sous-faisceaux d'dclairage sont adaptes pour que la 
pluralite de points d'6clairage forme un reseau periodique a deux dimensions. 



20 



22-Dispositif selon la revendication 21, dans lequel le reseau periodique est a maille hexagonale. 



23- Dispositif selon Tune ou l'autre des revendications 21 ou 22, dans lequel ledit au moins un miroir (603 
110,112) monte mobile en rotation est command^ de maniere a deplacer chacun desdits points dclaires 

25 suivant une ligne droite (500) non parallele k la direction des vecteurs (u, v) de base du reseau periodique. 

24- Dispositif selon la revendication 23, comprenant un seul miroir (603) montd mobile en rotation autour 
d'un seul axe de rotation. 

30 25-Dispositif selon Vune quelconque des revendications 2 a 7 ou selon une quelconque des revendications 19 
a 24, comprenant des moyens (601, 602, 603, 605) pour deplacer une zone (1602) illuminee par le faisceau 
d'eclairage (FX) sur les moyens (606) pour diviser le faisceau d'eclairage en sous-faisceaux. 
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26- Dispostif selon la revendication 25, dans lequel les moyens pour deplacer la zone (1602) iUuminee par le 
faisceau d'eclairage (FX) sur les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en sous-faisceaux sont adaptes 

5 pour que la zone £clairee dans I'objet observe reste fixe lorsque ledit au moins un miroir monte mobile en 
rotation (603) tourne. 

27- Dispositif selon une des revendications 25 ou 26, dans lequel les moyens pour deplacer la zone (1602) 
illuminee par le faisceau d'eclairage (FX) sur les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en sous- 

10 faisceaux comprennent ledit au moins un miroir (603) monte mobile en rotation, et dans lequel le systeme 
optique est adapte pour que le faisceau d'eclairage (FX) soit reflechi, avant de parvenir sur les moyens pour 
diviser le faisceau d'eclairage en sous-faisceaux, par ledit au moins un miroir (603) monte mobile en 
rotation. 

15 28- Dispositif selon une des revendications 2 a 27, comprenant des moyens (140;606;1517) pour supprimer 
le faisceau d'eclairage (FX,FX2) avant qu'il ne parvienne & I'objet observe, et dans lequel ces moyens sont 
adaptes pour supprimer le faisceau d'eclairage lorsque la Vitesse de deplacement de I'image geometrique, 
dans I'objet observe, d'un point geometrique fixe du premier plan image (PI), atteint sa valeur nunimale. 

20 29. Dispositif selon la revendication 28, dans lequel les moyens pour supprimer le faisceau d'eclairage sont 
formes par un dispositif de limitation (606,1517) dispose pour etre atteint par le faisceau d'eclairage, ledit 
dispositif de limitation comprenant des moyens pour supprimer la partie du faisceau d'eclairage qui 
n'atteint pas une surface de selection (1601;161 1), dans lequel le dispositif de limitation, le systeme 
optique, et le mouvement du miroir monte mobile en rotation sont adaptes pour que la zone (1602;1612) 

25 eclair ee par le faisceau d'eclairage sur le dispositif de limitation se trouve en-dehors de la surface de 

selection (1601;1611) lorsque la vitesse de deplacement de l'image geometrique (1702), dans I'objet observe, 
d'un point geometrique fixe du premier plan image, atteint sa valeur minimale. 

30. Dispositif selon la revendication 29, dans lequel le dispositif de limitation (606) est dispose pour etre 
30 atteint par le faisceau d'eclairage avant que le faisceau d'eclairage ou la pluralite de sous-faisceaux 

d'eclairage ne soit reflechi, en direction de I'objet observe et en provenance des moyens (606) pour diviser le 
faisceau d'eclairage en une pluralite de sous-faisceaux, par ledit miroir monte mobile (603), 
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3 1. Dispositif selon la revendication 30, dans lequel le dispositif de limitation (606) est plage dans un plan 
conjugue au plan observe. 

5 

32. Dispositif selon la revendication 30, dans lequel le dispositif de limitation (606; 1529) est plage dans un 
plan contenant les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en une pluralitd de sous-faisceaux. 

33. Dispositif selon une des revendications 30 a 32, dans lequel le dispositif de limitation est un diaphragme 
10 (1529) et dans lequel la surface de limitation est l'ouverture de ce diaphragme. 

34. Dispositif selon la revendication 32, dans lequel les moyens pour diviser le faisceau d'&lairage en une 
pluralite de sous-faisceaux d'eclairage sont constitues par une plaque absorbante et/ou rdflechissante (1555) 
pourvue dtoe pluralite de trous microscopiques, et dans lequel le dispositif de limitation est formee par une 

15 partie (1556) de cette plaque qui ne comporte pas de trous microscopiques. 

35. Dispositif selon la revendication 33, dans lequel les moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en une 
pluralite de sous-faisceaux d'eclairage sont constitues par une plaque transparente (606) pourvue d'une 
plurality de miroirs microscopiques, et dans lequel le dispositif de limitation est formee par une partie de 

20 cette plaque qui ne comporte pas de miroirs microscopiques. 

36- Dispositif selon la revendications 29, dans lequel le dispositif de limitation (1517) est plage a proximite 
d'un plan conjugue au plan observe et traverse par le faisceau d'eclairage (FX,FX2) apres qu'il ait 6t€ 
r6fl6chi, en provenance des moyens pour diviser le faisceau d'eclairage en sous-faisceaux et en direction de 

25 Tobjet observe, par le miroir monte mobile en rotation (1515), 

37- Dispositif selon la revendication 36, dans lequel le dispositif de limitation est un diaphragme (1517) et 
dans lequel la surface de selection est Touverture (1611) de ce diaphragme. 
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38- Dispositif snivant une des revendications 1 a 7, dans lequel le premier dispositif de filtrage spatial est 
d'une premiere plaque (1700) absorbante et/ou r&lechissante, pouxvue d'une pluralite de trous 
microscopiques (1701,1702), et d'une deuxieme plaque (1710) comprenant des parties absorbantes et/ou 
nSflechissantes, et des parties transparentes (1711), dans lequel ces deux plaques sont plagees IWe contre 
l'autre, et mobiles Tune par rapport a l'autre, pour que les parties absorbantes et/ou reflechissantes de la 
deuxieme plaque obturent une partie des trous microscopiques de la premiere plaque, et pour que le 
deplacement relatif des deux plaques permette de modifier les trous microscopiques laisses libre. 

39- Dispositif selon l*une quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel le premier systeme de filtrage 
spatial comporte une plaque non absorbante pourvue d'au moins un miroir microscopique reflechissant 
(1203), et ledit au moins un miroir (1104, 1105) montg mobile comporte une face de reflexion qui refiechii 
le faisceau d'eclairage (FX) dirig£ vers l'objet a observer (1107), le faisceau lumineux (FE) provenant de 
Fobjet a observer (1 107) et dirige vers le premier systeme de filtrage spatial (1203), et le faisceau a detecter 
(FD) provenant du systeme de filtrage spatial (1203). 

40- Dispositif selon Tune quelconque des revendications 1 £ 7, dans lequel le premier systeme de filtrage 
spatial comporte une plaque (1311) absorbante et/ou refl£chissante pourvue d'au moins un trou 
microscopique traverse dans un seul sens par le faisceau lumineux (FE), dans lequel ledit au moins un 
miroir (1306) monte mobile en rotation est un miroir plan comprenant une premiere face de reflexion et une 
deuxieme face de reflexion paraltele a la premiere face de reflexion, et dans lequel le systeme optique est 
adapri pour que la premiere face de reflexion r&lechisse le faisceau d'eclairage (FX) issu de la source 
lumineuse (1300) et le faisceau lumineux (FE) <tmis par le point telaire de l'objet (1308), et pour que la 
deuxieme face de reflexion reflechisse le faisceau a d&ecter (FD) issu du premier systeme de filtrage spatial 
(1311). 
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Figure 1 (technique anterieure) 
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Figure 2 
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Figure 3 (Technique anterieure) 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 14 
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Figure 15 
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Figure 17 
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Figure 18 
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Figure 20 
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Figure 21 
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Figure 23 
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Figure 25 
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